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Definizione ed epidemiologia 
 
La malattia celiaca è un’enteropatia di carattere autoimmune che interessa soprattutto il tratto 
prossimale dell’intestino tenue e può essere definita come un’intolleranza permanente al 
glutine in soggetti geneticamente suscettibili1. 
Descritta per la prima volta da Samuel Gee nel 1888, la celiachia in passato era considerata una 
patologia rara, verosimilmente per le scarse conoscenze riguardo alle sue possibili 
manifestazioni cliniche e subcliniche e a causa della carenza di test diagnostici validi. La 
prevalenza, infatti, sembrava essere molto contenuta con medie europee oscillanti tra 1:1000 e 
1:40002. 
Con l’introduzione di indagini sierologiche mirate al dosaggio degli anticorpi anti-glutine, più 
recentemente con la ricerca degli anticorpi anti-endomisio (EMA) e anti-transglutaminasi 
tissutale (anti-tTG), e grazie ad una maggiore conoscenza delle manifestazioni atipiche, la 
celiachia è risultata essere molto più diffusa nella popolazione con una prevalenza intorno 
all'1% sia nelle diverse regioni italiane sia in vari Paesi europei ed extraeuropei come l'Australia 




La celiachia è una patologia ad eziologia multifattoriale i cui fattori causali non sono 
completamente chiari. 
È evidente che si tratta di una malattia di carattere autoimmune di cui si conosce: la 
predisposizione genetica (HLA-DQ2 o HLA-DQ8), l’autoantigene (l'enzima transglutaminasi 
umana tissutale: tTG), l’autoanticorpo (anti-tTG) e il fattore scatenante (la gliadina contenuta 
nel glutine). 
Questo antigene induce una risposta infiammatoria nell’intestino tenue che si caratterizza per 
l’atrofia dei villi, l’iperplasia delle cripte e l’infiltrazione linfocitaria6. Queste alterazioni vanno 
considerate come l’estremo grado del danno, mentre le lesioni della mucosa intestinale 
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Fig.1 Biopsia della mucosa dell'intestino tenue. (A e B) Biopsia di mucosa di intestino tenue vista attraverso un microscopio 
stereoscopico. L’aspetto normale (A) mostra numerosi villi in superficie mentre la biopsia di un soggetto celiaco si caratterizza per una 
totale atrofia dei villi (B). Sezione colorata con ematossilina-eosina di mucosa intestinale di un soggetto normale (C) e di un soggetto 
affetto da celiachia (D), ingrandimento 400X. 
 
In seguito all'esposizione al glutine, nei soggetti celiaci, una normale conformazione dei villi 
con cripte poco profonde e una normale infiltrazione linfocitaria nella mucosa, costituente la 
cosiddetta “infiammazione fisiologica”, evolvono in un'aumenta infiltrazione dei linfociti con 
successiva ipetrofia delle cripte, fino a raggiungere un grado estremo che si presenta con 
l’atrofia totale dei villi. 
L'importante ruolo assunto dalla genetica nella patogenesi della celiachia è testimoniato 
dall'aumentata prevalenza della malattia nei parenti di primo grado di un soggetto celiaco che 
varia dall'8 al 12% e dalla concordanza di malattia riscontrabile tra i gemelli omozigoti che è 
del 70%7. 
La componente genetica che conferisce la suscettibilità allo sviluppo della malattia è 
rappresentato da specifici aplotipi del sistema Human Leucocyte Antigen (HLA) di classe II e più 
precisamente l'aplotipo DR3-DQ2, espresso in circa il 95% dei pazienti celiaci, e l’aplotipo 
DR4-DQ8 presente nel rimanente 5% della popolazione celiaca8. L'HLA si trova sulla 
superficie delle Antigen Presenting Cells (APC), quali monociti, macrofagi, linfociti B e anche 
enterociti attivati dall’interferone γ (INFγ) o dal fattore di necrosi tumorale (TNF). La sua 
funzione è quella di esporre l’antigene sulla superficie cellulare per presentarlo alle cellule 
effettrici. 
La molecola DQ2 è un eterodimero costituito da due catene (α e β) codificate rispettivamente 
dai geni DQA1 e DQB1. Nei soggetti con l’aplotipo DQ2-DR3 i due geni sono localizzati 
sullo stesso cromosoma (configurazione in cis), come dimostrato da analisi di linkage 
disequilibrium; nei soggetti con aplotipo DQ2-DR7/DR5, i geni invece sono su cromosomi 
diversi (configurazione in trans): quello per la catena α è sul cromosoma che esprime il gene 
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per il DR5, quello della catena β sul cromosoma con il gene per DR79. Il riconoscimento delle 
sequenze antigeniche del glutine è ristretto all’espressione nelle cellule di un particolare 
eterodimero HLA DQ2 (A1*0501, B1*0201). In un numero minore di casi invece la 
suscettibilità alla malattia è correlata a geni codificanti per le molecole DQ8 in linkage con il 
DR4 (eterodimero DQA1 *0301, DQB1 *0302)10,11. 
La capacità di questi alleli nel conferire suscettibilità genetica per lo sviluppo della celiachia 
risiede nella loro peculiare capacità di legare con maggiore affinità aminoacidi carichi 
negativamente come quelli presenti nei peptidi gliadinici in seguito alla deamidazione ad opera 
della tTG12. 
In Giappone, dove l’espressione dell’HLA-DQ2 è estremamente bassa, la celiachia è stata 
riscontrata in soli due casi13. 
Dal momento che circa il 20-30% della popolazione generale presenta gli HLA-DQ2 e DQ8, 
risulta evidente che questa condizione genetica è necessaria ma non sufficiente per l’insorgere 
della malattia14. 
Vari studi si sono posti l'obbiettivo di identificare altri possibili fattori genetici implicati. Sono 
state compiute analisi di linkage con marcatori genetici polimorfici sul genoma per trovare geni 
non HLA eventualmente associati alla malattia ma i risultati sono stati vari (CD28, CTLA4, 
ICOS sul cromosoma 2q33, geni sul cromosoma 5q31-33, geni sul cromosoma 19p13) ma non 
convincenti o conclusivi15,16. 
La celiachia quindi è una malattia multifattoriale in cui accanto alla genetica l'eziogenesi è 
sostenuta anche da fattori ambientali. 
 
L'importanza del glutine e il ruolo della transglutaminasi tissutale 
 
È da tempo noto che il trigger necessario ad innescare la patologia è l’ingestione di proteine 
contenute nelle cariossidi dei cereali come grano, frumento, orzo, segale, farro ed altri. 
Denominato in modo generico “glutine”, in realtà questo è una miscela di proteine che include 
due principali tipi di proteine: le glutenine (molecole polimeriche acido-solubili, unite da ponti 
disolfuro, ad alto o basso peso molecolare) e le prolamine (molecole alcool-solubili 
monomeriche, ricche in glutammina (Gln) e prolina (Pro))17,18. Le prolamine del frumento 
vengono chiamate gliadine e sono classificabili in 4 famiglie (α,β,γ,ω) in base alla loro mobilità 
elettroforetica a pH4. Gliadina, glutinina, ordelina (presente nell’orzo) e segalina (presente 
nella segale) hanno un elevato quantitativo di prolamine. L’alto contenuto di prolamine rende 
queste proteine resistenti alla completa proteolisi operata dagli enzimi gastrici, pancreatici e 
dell’orletto a spazzola dell’intestino19,20. Tutto ciò porta ad un accumulo di peptidi ad elevato 
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contenuto di prolamine e glutammine nell’intestino tenue. La frazione tossica delle prolamine 
è un tetrapeptide con sequenza amminoacidica Prolina-Serina-Glutammina-Glutammina, o 
Glutammina-Glutammina-Glutammina-Prolina21. In particolare è stata identificata la specifica 
tossicità di un frammento ricco in prolina dell’α2 gliadina formato da 33 aminoacidi (33 mer: 
56-88) prodotto dalla fisiologica proteolisi gastrointestinale del glutine: in studi in vivo è stato 
dimostrato che questo residuo è in grado di stimolare i linfociti T senza bisogno di essere 
rielaborato dalle APC. Grazie alla sua forte capacità di attivazione dei linfociti T dopo 
deaminazione da parte della tTG, il 33 mer sembra essere un peptide cardine per l'induzione 
della risposta immunologica al glutine22. 
Fondamentale nella patogenesi della celiachia è la quantità di glutine assunta dai soggetti 
suscettibili e l’età alla quale il soggetto ha subito la prima esposizione all’alimento. Come 
nell’induzione della tolleranza ad altri antigeni alimentari è fondamentale che la mucosa 
intestinale sia sufficientemente matura e integra al momento del primo contatto, così per il 
glutine sembra che un esposizione troppo precoce induca il sistema immunitario ancora 
immaturo a sviluppare la tipica risposta patologica. Probabilmente questo è dovuto al fatto che 
l’esposizione precoce determina lo switch verso una risposta prevalentemente Th1 mediata, che 
provoca un danno tissutale mediante molecole quali TNFα e le metallo proteasi23. Inoltre nel 
corso di un qualsiasi danno di natura fisica, chimica, meccanica o microbiologica, vengono 
liberate grandi quantità di proteine costituenti il tessuto connettivo.  
Fin dagli anni ‘70 si evidenziò che l'assunzione di glutine nei soggetti celiaci è strettamente 
associata alla presenza di autoanticorpi nel siero diretti proprio contro componenti del tessuto 
connettivo (anticorpi anti-reticolina e anti-endomisio)24,25, tanto che la ricerca di questi 
anticorpi è presto diventata il principale strumento per la diagnosi sierologica della 
malattia26,27,28. Solo in tempi più recenti è stato possibile identificare il bersaglio molecolare di 
questa risposta autoimmune e ipotizzare i meccanismi che legano questi autoanticorpi 
all’assunzione di glutine. Infatti, è stato dimostrato che il bersaglio della risposta autoimmune è 
la tTG: enzima implicato sia nella stabilizzazione dei tessuti connettivi che nei processi di 
apoptosi cellulare29. Proprio in ragione di questa sua ubiquitarietà antigenica, la celiachia va 
considerata come una malattia autoimmune anticorpo mediata30, come dimostra la presenza di 
anticorpi di classe IgA e IgM anti-tTG adesi alle membrane basali di tutti gli organi. 
La tTG è un enzima calcio dipendente presente sull’endotelio, negli eritrociti, negli epatociti, 
nelle cellule della cute e soprattutto negli enterociti. L’enzima è intracitoplasmatico, ma, 
liberato in seguito ad un danno cellulare, si può legare a molecole della matrice extracellulare 
(come fibronectina, collagene II, V, IX, procollagene III) e va a stabilizzare la matrice 
extracellulare provvisoria del tessuto di granulazione31. L’azione chimica dell’enzima è duplice: 
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catalizza infatti sia la formazione di cross-legami tra gruppi di lisina e di glutammina di diverse 
proteine sia la deaminazione di gruppi glutamminici. La tTG è in grado di agire non solo sulle 
proteine strutturali del connettivo ma anche su proteine estranee ricche in glutammina, come 
la gliadina32. Normalmente questa azione non comporta problemi, dato che la gliadina è una 
proteina alimentare tollerata dal sistema immune. Nei soggetti celiaci, però, l’azione della 
transglutaminasi sulla gliadina innesca un circolo vizioso responsabile, in ultimo, della 
produzione di anticorpi anti-tTG33. In sintesi, la gliadina viene deaminata dalla tTG e, in 
seguito a questa modificazione, viene legata con maggior affinità dalle molecole HLA di classe 
II aplotipo DQ2 e/o DQ8, caratteristiche dei soggetti celiaci34,35,36. A questo legame consegue 
la possibilità di sviluppare una vivace risposta immune anti-glutine che normalmente viene 
soppressa da meccanismi di controllo della tolleranza immune. Nei soggetti celiaci, però, per 
motivi non ancora conosciuti, questa tolleranza viene persa. Si sviluppa quindi una reazione 
anti-glutine amplificata dall’azione della tTG rilasciata nella mucosa in seguito al danno 
infiammatorio. Si instaura così, un circolo vizioso mantenuto dalla continua assunzione 
dell’alimento. Per questo motivo, si paragona la celiachia ad una “infezione” da glutine, che 
non può essere debellata perché l’agente “infettivo”, cioè il glutine, viene continuamente 
introdotto. Dato che la tTG si lega (sia con legame covalente che per affinità) ai propri 
substrati, si vengono a creare complessi macromolecolari, contenenti oltre alla 
transglutaminasi anche frammenti di gliadina. Questa situazione comporta di fatto una 
modificazione immunologica della transglutaminasi con la possibilità che linfociti T gliadina-




Fig. 2: Ipotesi sulla produzione glutine dipendente degli anticorpi anti-tTG. Lo schema spiega come linfociti T helper reattivi 
contro la gliadina possano sostenere contemporaneamente l’attività dei linfociti B produttori di anticorpi anti-glutine e anti-tTG: 
presupposto perché ciò avvenga è la formazione di complessi tra gliadina e tTG. 
Introduzione 
 
 9  
Il riconoscimento della gliadina infatti da parte dei T linfociti induce il rilascio di numerose 
citochine: alcune di queste, prodotte dai Th2, guidano l’attivazione e l’espansione clonale delle 
cellule B che produrranno anticorpi; altre, rilasciate dai Th1, promuovono vari meccanismi 
infiammatori compresa la secrezione di metallo proteasi e cellule infiammatorie aspecifiche  in 
grado di determinare le lesioni intestinali37,38. È stato ipotizzato che cellule T glutine-specifiche 
siano in grado di stimolare cellule B tTG-specifiche a produrre Ab anti-tTG, dato che in vivo 
si formano complessi tTG-glutine. 
Il ruolo di questa risposta autoimmune nella patogenesi dell’enteropatia celiaca è dubbio, ma è 
possibile che questa possa portare all’alterazione dei fenomeni biologici in cui la tTG è 
coinvolta. 
E’ inoltre possibile che altri antigeni, coinvolti nei complessi molecolari tra tTG e gliadina, in 
particolari condizioni diventino a loro volta bersaglio di una risposta autoanticorpale.  
 
Rischio delle malattie autoimmuni nei soggetti celiaci. 
 
Un’aumentata prevalenza di malattie autoimmuni tra i soggetti celiaci (in particolar modo il 
diabete mellito di tipo 139 e la tireopatia autoimmune40,41 ma anche per esempio la sindrome di 
Sjögren e sindromi da deficit di IgA), così come un aumentato numero di celiaci (di regola 
misconosciuti) tra i soggetti con malattie autoimmuni è da tempo nota (Tab.1).  
 
 
Autore Diabete mellito 





Lancaster 1974 3.5 % 5.2 % 1.8 % 
Cooper 1978 3.2 % 3.2 % 6.1 % 
Midhagen 1988 N.D.  10.8 % 3.6 % 
Snook 1989 1.4 % 4.1 % N.D. 
Collin 1994 5.4 % 5.4 % 7.2 % 
       
      Tab.1: Prevalenza (%) di alcune malattie autoimmuni in celiaci adulti 
 
E’ interessante notare come la prevalenza della celiachia priva di sintomi gastroenterologici 
aumenti significativamente nel caso in cui più malattie autoimmuni siano associate nello stesso 
individuo, e come la stessa sia aumentata non solo nei soggetti affetti da malattie autoimmuni 
ma anche nei loro parenti di primo grado. L’associazione tra malattie autoimmuni e celiachia 
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viene usualmente attribuita alla condivisione di fattori genetici predisponenti, principalmente 
di alcuni antigeni HLA. Peraltro, esiste un’ampia serie di evidenze che lascia pensare che lo 
spettro dell'autoimmunità glutine dipendente sia decisamente più ampio di quanto fino ad oggi 
ritenuto e che, nel soggetto celiaco, la comparsa di manifestazioni autoimmuni al di là 
dell’enteropatia, possa dipendere anch'essa dall’assunzione di glutine. Del resto, la dermatite 
erpetiforme rappresenta proprio un modello, noto da lungo tempo, di autoimmunità ad 
espressione extraintestinale, glutine dipendente, che può sopravvenire anche in assenza di 
enteropatia conclamata. Un ampio studio policentrico italiano ha recentemente dimostrato che 
la prevalenza di malattie autoimmuni in adolescenti celiaci è effettivamente molto più elevata 
che nella popolazione coetanea generale (13.6% contro 5.2%, p <0.000001) ma, sicuramente è 
più interessante evidenziare che tale prevalenza dipende dall'età alla diagnosi, vale a dire dalla 
durata dell'esposizione al glutine42. 
Infatti, i celiaci esposti al glutine per meno di due anni non sembrano avere una prevalenza di 
malattie autoimmuni significativamente superiore a quella dei controlli, mentre il rischio sale 
(proporzionalmente con l'età alla diagnosi) fino ad oltre il 25% nella popolazione di celiaci 
esposta al glutine per più di dieci anni. 
L'esistenza di un ampio spettro clinico di autoimmunità glutine dipendente è suggerita anche 
dall'esistenza di una serie altrettanto ampia di autoanticorpi glutine dipendenti. 
Nei soggetti celiaci possono essere presenti, con frequenza variabile, altri autoanticorpi diversi 
dagli EMA (come quelli correlati al diabete mellito di tipo 1 o alle tireopatie autoimmuni o lo 
stesso fattore reumatoide) e, cosa che appare più interessante, la loro presenza è correlata 
all'assunzione di glutine. In uno studio prospettico su 90 bambini celiaci diagnosticati in base 
ai classici sintomi gastrointestinali, alla positività degli EMA e alla subatrofia della mucosa 
intestinale, 11 presentavano alla diagnosi anticorpi correlati al diabete e in tutti i casi questi 
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CUORE E CELIACHIA 
 
La celiachia, come detto, è una malattia che si associa a molte altre patologie sistemiche che 
vedono coinvolti altri organi oltre alla sede elettiva intestinale. Studi recenti hanno messo in 
luce tra le possibili manifestazioni extraintestinali da annoverare tra le patologie correlate a 
questa malattia, anche alcune miocardiopatie. Il tessuto cardiaco quindi, è un altro distretto 
dove la malattia celiaca può dar segno di sé. 
 
La cardiomiopatia dilatativa 
 
La cardiomiopatia dilatativa (DCM) è una patologia caratterizzata dalla progressiva 
diminuzione della contrattilità del muscolo cardiaco. Tale disfunzione è riconducibile alla 
sostituzione di alcuni cardiomiociti con tessuto fibrotico ed ha come conseguenza 
l’indebolimento dell’attività sistolica di uno o di entrambi i ventricoli. La DCM è la forma più 
comune non solo tra le cardiomiopatie primitive ma anche tra le patologie cardiache in genere. 
La sua prevalenza varia tra 8,3 e 36,5 ogni 100.000 abitanti ed il rischio di sviluppare tale 
malattia è superiore nei soggetti di razza nera e di sesso maschile. Rappresenta, inoltre, la causa 
principale di scompenso cardiaco nei giovani e costituisce, nelle forme più avanzate e 
refrattarie alla terapia medica, una delle principali indicazioni al trapianto cardiaco44. 
 
Caratteristiche morfologiche ed istologiche nella DCM 
 
Nella DCM il cuore, che ha un peso 2-3 volte superiore alla norma, presenta una consistenza 
flaccida e tutte le camere dilatate. Il miocardio parietale non va incontro a sostanziali 
modificazioni di spessore tuttavia a volte risulta essere più o meno spesso rispetto al normale. 
Frequentemente si formano trombi murali che possono dare origine ad emboli. 
Le alterazioni istologiche del tessuto muscolare cardiaco non sono specifiche e la loro severità 
non rispecchia necessariamente il grado di funzionalità e la prognosi del paziente. La maggior 
parte delle cellule sono ipertrofiche con nuclei ingranditi; alcune invece sono assottigliate e 
stirate. E’ presente una fibrosi interstiziale ed endocardica di grado variabile e sono spesso 
evidenti, più frequentemente nell’endocardio, cicatrici fibrose a distribuzione irregolare. 
Queste lesioni sono probabilmente espressioni della riparazione di un danno ischemico 
conseguente allo squilibrio esistente tra la richiesta di ossigeno da parte del miocardio 
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La componente genetica e le sostanze cardiotossiche come per esempio l’alcool, la cocaina  e 
farmaci quali le antracicline, sono responsabili del 30-40% dei casi di DCM46,47,48. La 
componente genetica fa riferimento al ruolo fondamentale che possono avere, nello sviluppo 
della DCM, mutazioni in geni che codificano per alcune proteine del sarcomero, del 
citoscheletro e per proteine nucleari dei miociti o per proteine implicate nel metabolismo degli 
ioni calcio. Esistono anche forme di DCM riconducibili a malattie neuromuscolari e 
collagenopatie. L’eziologia del restante 70% dei casi rimane poco conosciuta: si parla quindi di 
DCM idiopatica (Fig. 3). 
Alcune ipotesi, che riguardano cause esogene, si concentrano sulle miocarditi croniche virali 
e/o su anormalità del sistema immunitario, sia umorale che cellulo-mediato. E’ stato postulato 
che l’autoimmunità possa giocare un ruolo significativo nella patogenesi di questa malattia49 
includendo la possibilità del danno cardiaco mediato da auto-anticorpi o da citochine. Molte 
evidenze quali un inappropriato equilibrio tra le cellule T helper e le cellule T citotossiche, 
l’inappropriata espressione del complesso maggiore di istocompatibilità (HLA) in tessuti 
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L’autoimmunità nella DCM 
 
I meccanismi di autoimmunità potrebbero, però, essere significativi solo per un gruppo 
ristretto di pazienti data l’eterogeneità eziologica della malattia ed il fatto che auto-anticorpi 
cardio-specifici si ritrovano a basso titolo anche in soggetti sani e fanno parte del corredo 
immunologico di un individuo. E’ noto però, che i pazienti affetti da forme 
emodinamicamente e clinicamente più gravi presentano elevati valori autoanticorpali.  
Gli aspetti dell’autoimmunità che si ritrovano in pazienti con DCM sono: la familiarità, 
l’associazione con l’HLA, l’anormale espressione di HLA di classe II sull’endotelio cardiaco e 
la presenza nel siero dei pazienti affetti e dei parenti asintomatici di auto-anticorpi organo e 
malattia-specifici. 
Sembra infatti esserci un’associazione con l’HLA di classe II (in particolare con DR4 e 
DQA1/B1) 51,52,53,54. Inoltre, è stato osservato che una forma di cardiomiopatia autoimmune e 
l’infarto cardiaco si generano spontaneamente in topi transgenici knockout per HLA-DQ855. 
Comunque, il contributo globale del complesso HLA nella patogenesi della DCM è minimo 
indicando, quindi, che l’HLA gioca un ruolo minore ma interessante nello sviluppo e/o nella 
progressione della malattia56. 
Nei sieri di soggetti con DCM sono stati trovati auto-anticorpi diretti contro antigeni cardiaci. 
Questi auto-antigeni si possono suddividere in quattro gruppi: 
- proteine del sarcolemma (miosina, actina, troponina I e tropomiosina)57; 
- proteine mitocondriali (lipoamide deidrogenasi, piruvato deidrogenasi, trasportatore 
dell’adenina nucleotide)58,59,60; 
- Heat-shock proteins (Hsp70, Hsp60, Hsp73)61; 
- recettori di membrane (recettore β1-adrenergico, recettori muscarinici, troponina I)
62,63 
 
La rilevanza patogenetica degli auto-anticorpi cardiaci circolanti non è del tutto chiara. Gli 
auto-anticorpi, infatti, potrebbero essere un epifenomeno, rispecchiando una risposta 
infiammatoria verso miociti necrotizzati o viceversa essere la causa della malattia. 
Tuttavia recenti lavori di letteratura fanno emergere evidenze, sebbene non definitive, sul 
ruolo causale degli auto-anticorpi presi in esame. 
Seguendo i criteri per la definizione di malattia autoimmune (postulati di Witebsky)64, le 
evidenze indirette per l’eziologia autoimmune di una malattia sono: l’identificazione di un 
corrispondente auto-antigene, l’induzione in animali di una risposta immune e lo sviluppo di 
una malattia analoga a quella umana. 
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Le evidenze dirette richiedono, invece, la riproduzione della malattia in seguito al 
trasferimento di un omologo anticorpo patogenetico o di cellule T patogenetiche da un 
soggetto all’altro della stessa specie. 
L’attenzione è stata focalizzata principalmente su alcuni auto-anticorpi presenti nella DCM: gli 
anti-miosina, gli anti recettore β1-adrenergico e gli anti recettore muscarinico. 
Sono stati sviluppati modelli sperimentali in cui alcuni ratti hanno sviluppato miocardite 
autoimmune morfologicamente simile a quella umana in seguito all’iniezione di miosina e al 
conseguente sviluppo di anticorpi diretti contro tale autoantigene65,66. La catena pesante 
dell’isoforma alfa della miosina è espressa esclusivamente nei miociti atriali mentre l’isoforma 
beta è presente sia nei miociti ventricolari sia nelle fibre del muscolo scheletrico. In uno studio 
è stata evidenziata la presenza di auto-anticorpi nei soggetti con DCM sia diretti contro la 
forma alfa che contro quella beta della miosina. Probabilmente ci sono due distinte 
popolazioni autoanticorpali, una cuore specifica e una cross-reattiva con il muscolo 
scheletrico, oppure gli auto-anticorpi sono diretti contro un epitopo presente in entrambe le 
isoforme. Rimane però da chiarire in quale modo la miosina, che è una molecola intracellulare, 
si rende disponibile al riconoscimento da parte dell’anticorpo. Si ipotizza che un’infezione 
virale o altre cause possano indurre una necrosi tissutale con conseguente rilascio o 
esposizione della miosina. 
In un diverso studio è stato dimostrato che la somministrazione di auto-anticorpi diretti 
contro il recettore muscarinico di tipo II induce modificazioni morfologiche e funzionali simili 
a quelle della cardiomiopatia dilatativa67. 
Nell’ultimo decennio infine sono stati pubblicati molti studi che riguardano gli anticorpi diretti 
contro il recettore β1-adrenergico (β1-AR) che sembra essere uno degli auto-antigeni più 
interessanti coinvolti nella DCM 68,69. 
Al momento non c’è evidenza che gli auto-anticorpi abbiano un ruolo iniziante nella 
patogenesi della DCM nell’uomo ma la loro interazione con componenti dei cardiomiociti 
sembra influire sulla contrattilità ed il metabolismo del miocardio.  
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Celiachia e cardiomiopatia dilatativa idiopatica 
 
La celiachia come precedentemente detto è una malattia autoimmune ad ampio spettro dal 
momento che può forse innescare o certamente sostenere una risposta immune diretta verso 
distretti diversi dall'intestino e tra questi verosimilmente anche il cuore. A sostegno di questa 
possibile relazione sono stati pubblicati diversi studi.  
Innanzitutto è stata evidenziata un'aumentata prevalenza della malattia celiaca in una 
popolazione di soggetti con cardiomiopatia dilatativa. Uno studio su 52 pazienti con 
cardiomiopatia dilatativa ha riportato una prevalenza di malattia celiaca del 5,8% . Inoltre in 
questo lavoro è stato descritto come la dieta senza glutine sia in grado di modificare la 
cardiopatia. I tre pazienti dello studio con cardiomiopatia dilatativa associata a celiachia, sono 
stati seguiti con un trattamento standard (che prevedeva ACE-I, diuretici e digitale). Due di 
questi soggetti, dopo 28 mesi di dieta senza glutine, hanno mostrato un miglioramento non 
solo nell'ambito dei disturbi gastrointestinali ma soprattutto è stato evidenziato il 
miglioramento dei parametri ecocardiografici e dei sintomi della cardiopatia (valutati con il 
questionario Minnesota Living with Heart Failure). Nel terzo soggetto invece, che non presentava 
un’ottimale compliance alla dieta, si è riscontrato un peggioramento delle condizioni cliniche e 
delle funzioni cardiache alla valutazione ecocardiografica che ha richiesto un trattamento 
farmacologico supplementare. Questa osservazione suggerisce come la dieta senza glutine 
possa avere un effetto benefico non solo sul quadro gastrointestinale ma anche sulle 
performance cardiache70. 
Un altro studio valuta la possibilità che l’insufficienza cardiaca possa essere una patologia 
autoimmune correlata alla celiachia. 642 pazienti con insufficienza cardiaca di varia eziologia 
(43% dilatativa, 37% ischemica, 8% valvolare e 12% idiopatica) sono stati analizzati per la 
ricerca degli EMA: l’1,9% è risultato positivo, contro lo 0,35% del gruppo di controllo. 
Nonostante gli EMA abbiano un alto valore predittivo di celiachia rimane da chiarire se la 
positività a questi anticorpi non sia imputabile al fatto che la condizione di insufficienza 
cardiaca, di per sè stessa, possa portare a dei falsi positivi. La ricerca nel siero di anticorpi anti-
tTG, anti-actina, anti-tropomiosina e anti-miosina, sarebbe necessaria al fine di escludere una 
reattività non specifica ad antigeni derivanti dal muscolo liscio71.  
Sono poi stati descritti dei soggetti con cardiomiopatia dilatativa idiopatica, celiachia e 
sindrome da anticorpi anti-cardiolipina nei quali una dieta senza glutine ha portato ad un 
miglioramento del quadro cardiologico e ad una scomparsa degli anticorpi anti-endomisio ed 
anti-cardiolipina. In questi soggetti, inoltre, un’ introduzione accidentale di glutine ha causato 
un immediato peggioramento della funzionalità cardiaca, evidenziando il ruolo critico della 
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dieta senza glutine nel miglioramento della funzione cardiaca nei pazienti con cardiomiopatia 
dilatativa idiopatica72 . 
Gli autori suggeriscono quindi che la cardiomiopatia dilatativa possa essere messa tra i 
disordini autoimmuni celiachia-correlati.  
In uno studio del 2002 di Frustaci e al.73,  in 187 pazienti con miocardite è stata ricercata la 
presenza di autoanticorpi cuore specifici, anti-transglutaminasi (IgA-tTG) e anti-endomisio. La 
diagnosi di miocardite si basava, in tutti i soggetti, sull’esame istologico che, in accordo con i 
criteri di Dallas, mostrava in tutti i pazienti un infiltrato linfomononucleare diffuso o focale 
associato alla necrosi dei vicini miociti. Due di loro invece presentavano una miocardite a 
cellule giganti, condizione spesso associata a disordini autoimmuni sistemici. Tredici dei 187 
soggetti (4,4%) sono risultati positivi per le IgA-tTG e in 9 di questi, positivi anche per gli 
anti-endomisio, è stata formalizzata la diagnosi di celiachia dopo la biopsia duodenale e 
l’analisi dell’HLA. Nei pazienti celiaci la miocardite era associata in 5 casi all’insufficienza 
cardiaca e in 4 ad aritmie cardiache.  
I 5 soggetti con miocardite e insufficienza cardiaca oltre alla terapia immunosoppressiva 
hanno seguito una dieta alimentare priva di glutine. Questo trattamento ha portato ad un 
miglioramento della funzionalità e del volume cardiaco; anche nei 4 pazienti con aritmia la sola 
dieta senza glutine ha avuto effetti benefici. Per di più il profilo anticorpale tipico della 
celiachia si è normalizzato dopo 8 mesi di dieta senza glutine. La presenza di anticorpi anti-
endomisio, gli autoanticorpi cardiaci, il profilo HLA, la negatività degli studi di PCR sulla 
ricerca del genoma virale e la risposta alla dieta senza glutine e alla terapia immunosopressiva 
sono altamente suggestivi di una risposta autoimmune diretta contro componenti antigenici 
comuni al miocardio e all’intestino tenue; d’altra parte sia le miocarditi, soprattutto quella a 
cellule giganti, che la celiachia sono patologie correlate ad altri disordini autoimmuni. 
Vari sono i meccanismi proposti per spiegare la patogenesi dell’interessamento cardiaco nei 
celiaci. Uno di questi vedrebbe nell’aumento di permeabilità intestinale tipico della celiachia 
l’elemento chiave: l’aumentata traslocazione di costituenti antigenici presenti nel lume 
intestinale (come proteine presenti nei cibi, prodotti di distruzione batterica, endotossine ed 
enzimi) può esacerbare l’infiammazione miocardica attraverso un meccanismo immuno-
mediato74,75. Per di più la malattia celiaca si accompagna ad una consistente produzione di 
autoanticorpi IgA contro la reticolina, un comune costituente della matrice extracellulare.  
Alcuni studi riportano un possibile link tra la tTG, il danno cardiaco e la sovraregolazione 
dell’mRNA per la tTG in ratti con insufficienza cardiaca. Questi risultati portano ad ipotizzare 
che un mimetismo antigenico possa essere implicato nella patogenesi delle malattie correlate 
alla celiachia. Nei soggetti celiaci, l’evidenza che il miglioramento della funzionalità cardiaca e 
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delle aritmie è correlato alla negativizzazione degli anticorpi anti-TTG e anti-endomisio 
avvalora questa ipotesi. Infine un'altra possibile risposta alla cardiopatia nel celiaco può essere 
il malassorbimento cronico che porta a deficienze nutrizionali, in alcuni casi responsabili di 
patologie cardiache76. 
Nel 2003 uno studio su 656 soggetti, 238 con cardiomiopatia dilatativa e 418 parenti di primo 
grado ha riscontrato un’alta prevalenza di celiachia nei pazienti affetti da cardiomiopatia 
dilatativa sporadica ed ereditaria e di positività alle tTG nei parenti che presentavano 
alterazioni ecocardiografiche, suggerendo come un meccanismo immuno-mediato ne possa 
essere alla base77.  
 
Mucosa intestinale e rottura dell'autoimmmunità 
 
Il sistema immune mucosale generalmente è capace di discriminare sostanze tossiche e 
microrganismi patogeni dalle molecole proprie dell'organismo, ma anche dagli antigeni 
alimentari.  
Il suo ruolo quindi è duplice: deve fungere da difesa contro possibili agenti infettivi e simili ma 
deve anche essere in grado di mantenere la tolleranza verso il cibo innocuo o verso gli antigeni 
presentati dai batteri che popolano l'intestino.  
Di fatto è stato dimostrato che attraverso la mucosa intestinale è possibile imparare a tollerare 
diversi antigeni, non solo alimentari78,79. 
La tolleranza orale è stata descritta per la prima volta nel 1911 da Wells and Osborne80. 
Alcuni studi hanno dimostrato che in animali predisposti a sviluppare varie malattie 
autoimmuni è possibile prevenire l'insorgere di tali malattie somministrando per via orale gli 
antigeni bersaglio della risposta autoimmune, prima che questa venga scatenata. 
 In diversi studi è stato però evidenziato il fatto che, mentre la somministrazione orale di 
determinati antigeni in animali adulti induce la tolleranza, negli animali neonati è spesso causa 
di una autoimmunità sistemica primaria81. 
Sfortunatamente la maggior parte dei dati a disposizione riguardo la tolleranza orale, è basata 
su modelli animali e quindi non sappiamo come la dose dell'antigene somministrato per via 
orale o l'età dell'ospite possano modificare la tolleranza nell'uomo. Le ipersensibilità 
alimentari, tuttavia, sono più frequenti negli infanti e spesso si risolvono spontaneamente 
dopo i due anni di età. L'integrità del sistema immune mucosale (che matura con l'età) risulta 
quindi essere indispensabile per il mantenimento della tolleranza. 
Accanto a tutte queste osservazioni è plausibile che la complessa infiammazione mucosale che 
si sviluppa nell'intestino dei soggetti celiaci esposti al glutine, interferisca sui meccanismi di 
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mantenimento della tolleranza immune della mucosa stessa. La produzione di autoanticorpi 
diretti contro la transglutaminasi tissutale potrebbe quindi essere solo un primo segno di 
questa disregolazione. È stato infatti dimostrato che altri autoanticorpi vengono prodotti dai 
linfociti B presenti nella mucosa dei soggetti celiaci. L'ipotesi è che la transglutaminasi si leghi 
non solo alla gliadina ma anche ad altre proteine andando a formare macrocomplessi che 
presentano nuovi antigeni che sono sia epitopi self che epitopi della gliadina. Come 
conseguenza di ciò, si evidenzia non solo quindi una continuata produzione di anti-tTg ma 
anche la produzione di altri autoanticorpi33.   
La produzione degli anticorpi anti-tTG, diventati il marker di malattia celiaca per eccellenza, è 
sostenuta esclusivamente dai linfociti B della mucosa intestinale ed è stato suggerito che i 
livelli sierici che vengono rilevati siano la conseguenza di un passaggio nel sangue degli 
anticorpi prodotti a livello mucosale. Le evidenze di ciò derivano da alcuni lavori che 
evidenziano come la mucosa intestinale sia la sede primaria di produzione di questi anticorpi. 
Un lavoro pubblicato nel 2004 dimostra, sfruttando la tecnica della doppia 
immunofluorescenza, la presenza di depositi di anticorpi di classe IgA tTg specifiche nella 
mucosa intestinale di soggetti celiaci. Tali depositi non sono presenti, invece, nella mucosa 
intestinale dei soggetti di controllo. Questi depositi sono evidenziabili sia nella prima fase di 
sviluppo della malattia, quando l'architettura dei villi risulta essere ancora normale e a volte 
non sono ancora rilevabili gli anticorpi anti-tTg sierici, sia  successivamente in uno stadio di 
deterioramento mucosale avanzato30. 
In un altro lavoro è stata riportata la produzione e l'analisi di librerie anticorpali fagiche 
ottenute sia da linfociti del sangue periferico sia da linfociti infiltranti la mucosa intestinale di 
alcuni soggetti celiaci. Da queste librerie sono stati isolati frammenti single chain di anticorpi 
diretti contro la tTG da tutte le librerie ottenute dai linfociti intestinali ma nessuno da quelle 
ottenute dai linfociti del sangue periferico. Contrariamente, invece, anticorpi contro la gliadina 
sono stati isolati da tutte le librerie indipendentemente dall'origine dei linfociti di partenza. 
Questi risultati evidenziano come la risposta umorale contro la tTG avviene a livello locale 
mentre quella diretta verso la gliadina avviene sia a livello periferico che centrale82. 
L'autoimunità di origine mucosale come detto precedentemente non sembra essere limitata 
alla risposta diretta contro la tTg ma sembrano coinvolti anche altri autoantigeni.  
Una conferma di questa ipotesi viene fornita dallo studio dell'autoimmunità che si sviluppa nel 
diabete di tipo I. Nei pazienti affetti da questa patologia, i linfociti reattivi contro l’acido 
glutammico decarbossilasi (GAD) presentano le integrine α4β7 che sono dei marcatori di 
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Anche nell'artrite reumatide alcune caratteristiche della popolazione linfocitaria riconducono al 
ruolo che la mucosa intestinale assume in questa patologia. Sono stati infatti caratterizzati i 
linfociti autoreattivi presenti nel sangue, nel liquido sinoviale e nella membrana sinoviale nei 
soggetti con artrite reumatoide. I linfociti del liquido sinoviale presentano proprietà di 
adesione simili a quelli della mucosa intestinale. I linfociti della membrana sinoviale invece  
mostravano avere caratteristiche di adesione diverse. Questo può essere riconducibile al 
processo reumatoide che interessa i linfociti della mucosa intestinale e che ne causa la loro 
migrazione alla sinovia84. 
L'idea che quindi molti linfociti reattivi contro antigeni self abbiano origine dalla sede 
intestinale è conprovata da evidenze sperimentali. In base alla correlazione tra celiachia e 
cardiomiopatia discussa nel paragrafo precedente è quindi lecito chiedersi se i fenomeni di 
autoimmunità descritti in soggetti celiaci con cardiomiopatia dilatativa possano essere 
realmente di tipo glutine dipendente e se anche in questo caso il ruolo dell’immunità mucosale 
risulta essere fondamentale. 
Prendendo spunto quindi dallo studio in cui sono stati isolati a livello della mucosa intestinale 
gli anticorpi anti tTg è possibile utilizzare la  tecnologia del phage display per valutare la 
presenza di autoanticorpi diretti contro antigeni cuore specifici nella mucosa intestinale dei 
soggetti celiaci e cardiomiopatici.  
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PHAGE DISPLAY 
La tecnologia del “phage display” 
 
La tecnica del phage display fu introdotta per la prima volta da G. Smith nel 1985 e si è 
dimostrata essere un metodo molto efficace per costruire delle librerie contenenti milioni di 
differenti peptidi o proteine85. Questa tecnica trova molteplici applicazioni: viene infatti 
impiegata per lo studio delle interazioni proteina-ligando, per determinare i siti di legame di 
recettori e anticorpi, per selezionare i substrati di enzimi, per selezionare e per aumentare o 
modificare l’affinità di proteine col proprio ligando86. 
Il phage display prevede l’espressione di proteine, quindi anche gli anticorpi, sulla superficie di 
un fago filamentoso: un virus capace di infettare i batteri gram negativi. A differenza di altri 
fagi, il batteriofago filamentoso si replica e si assembla senza uccidere la cellula ospite.  
Il principio su cui si basa il phage display è la precisa corrispondenza tra il fenotipo e il genotipo 
del polipeptide che viene esposto sulla superficie del fago. Le proteine di interesse vengono 
espresse in fusione con una proteina del capside del fago (pIII o pVIII). Durante il processo 
di assemblaggio la proteina di fusione viene incorporata nella nascente particella fagica mentre 
l’informazione genetica che codifica per la proteina stessa viene impacchettata nella medesima 
particella in forma di single-strand DNA (ssDNA). In questo modo l'accoppiamento 
genotipo-fenotipo avviene prima che i fagi vengano rilasciati nell'ambiente extracellulare 
assicurando così che i fagi prodotti dai cloni di una stessa cellula batterica siano identici. 
Questo permette la selezione e l'amplificazione di cloni specifici che espongono la proteina 
desiderata da un pool di bilioni di cloni fagici. Nel caso di fagi filamentosi l'amplificazione è 
semplicemente legata all'infezione delle cellule batteriche di E. Coli. 
La corrispondenza genotipo-fenotipo permette inoltre la rapida identificazione della sequenza 
aminoacidica del peptide esposto grazie al sequenziamento del DNA corrispondente inserito 
nel genoma del fago. Sono state svolte molteplici ricerche per trovare metodi alternativi al 
phage display. Tuttavia la presentazione di peptidi di interesse sulla superficie di cellule 
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I batteriofagi 
 
La tecnica del phage display nasce quindi dallo sfruttamento delle caratteristiche dei batteriofagi. 
Il batteriofago o più semplicemente fago, è un virus che infetta un'ampia varietà di batteri 
gram negativi usando il pilo come un recettore (Fig.4). Il fago filamentoso infetta l’E.Coli 
attraverso il pilo F ed il genoma è rappresentato da un DNA a singolo filamento. L’intero 
genoma del fago è formato da 11 geni di cui i più importanti sono: il gene che codifica per la 
proteina 8-g8p e il gene che codifica per la proteina 3 3-g3p. Il fago filamentoso quando 
infetta un batterio induce uno stato nel quale la cellula batterica infettata produce e secerne le 
particelle fagiche senza andare incontro a lisi.  
Le proteine del coating su cui si legano in fusione le proteine di interesse sono le proteine del 
capside p3 p6 e p8: sono proteine con caratteristiche differenti e presenti in un numero 
diverso di copie. La proteina p3 è presente in un numero di copie variabile da tre a cinque; è 
responsabile del legame del fago al pilo F ed ha una struttura costituita da tre domini separati 
da regioni ricche in glicina. La parte N-terminale è importante per la penetrazione del fago 
nella cellula batterica mentre il secondo dominio è responsabile del legame al pilo F89. La 
proteina p8 che è la più rappresentata, dal momento che è presente in 2700 copie per fago, è 
una piccola proteina di 50 aminoacidi che non è adatta alla fusione con proteine di grandi 
dimensioni. Tra le proteine del capside è presente anche la proteina 6 di cui però non è stato 
definito il ruolo nell'infezione. Sebbene tutte e tre queste proteine siano state utilizzate per la 
presentazione di proteine desiderate la proteina p3 è la “proteina presentante” per eccellenza 











Fig. 4: Struttura del fago filamentoso pIII, pIV, pVII, pVIII e pXIX rappresentano le  proteine del fago. I peptidi esogeni vengono 
espressi principalmente  sulle proteine pIII e pVIII. 
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 “Phage display” e anticorpi 
 
Come precedentemente detto attraverso il phage display è possibile presentare sulla superficie 
del fago qualsiasi proteina o peptide desiderato. Nel nostro lavoro abbiamo sfruttato questa 
tecnologia per la presentazione di anticorpi.  
Una delle principale scelte da fare in quest’ottica è decidere in che forma si desidera far 
esporre l’anticorpo voluto sulla superficie del batteriofago. 
Tutti gli anticorpi hanno una struttura di base che consiste in due catene polipeptidiche 
pesanti e due catene leggere unite da ponti disolfuro e legami non covalenti. Le catene pesanti 
sono codificate dai segmenti: di variabilità (VH), di diversità (DH), di giunzione (JH) e da una 
regione costante (CH) mentre le catene leggere sono codificate dai segmenti VL, JL e CL. 
La sequenza nucleotidica e aminoacidica delle regioni costanti sono conservate all’interno della 
specie mentre quelle delle regioni variabili sono antigene dipendenti. L’accoppiamento delle 
regioni V-J-D nelle catene pesanti e delle regioni V-J nelle catene leggere crea un sito di 
legame per l’antigene (paratopo) che riconosce un singolo determinante antigenico (epitopo). 
Ciascuna regione V presenta tre regioni ipervariabili (CDR) caratterizzate da un elevatissima 
diversità di sequenza. I CDR interagiscono con l’antigene e vanno a formare il core del legame 
antigene-anticorpo. I primi due CDR sono codificati dal Segmento V mentre il terzo CDR è il 
prodotto della giunzione dei segmenti V-D-J nelle catene pesanti e dei segmenti V-J nelle 
catene leggere92. 
La scelta di quale tipo di frammento dell’anticorpo utilizzare per il phage display è riconducibile 
a considerazioni pratiche. 
Sulla superficie dei fagi è infatti possibile esporre o il frammento Fab dell’anticorpo oppure il 
frammento scFv (Fig.5). 
Il frammento Fab è formato da entrambe le catene: presenta, infatti, le regioni variabile e 
costante della catena pesante e le regioni variabile e costante della catena leggera unite tra loro 
da un ponte disolfuro. Il frammento Fv è un frammento più piccolo ed è composto dalle 
regioni variabili della catene pesanti e leggere93. La versione ricombinante del frammento Fv è 
denominato ScFv e cioè frammento varibile a catena singola e presenta un linker che lega le 
due regioni variabili. L’scFv viene legato alla porzione carbossi-terminale della proteina p3. 
In generale i frammenti Fab sono molto difficili da assemblare e tendono a degradarsi più 
facilmente, vengono prodotti in forma solubile con minore efficienza ed infine possono 
indurre problemi di instabilità del DNA nel fago a causa delle elevate dimensioni di DNA 
codificante. I frammenti scFV invece essendo molto più piccoli non sono soggetti a questo 
tipo di problemi. Naturalmente nella scelta bisogna tenere in considerazione lo scopo del 
Introduzione 
 
 23  
proprio lavoro ma sicuramente, nel phage display,è molto più agevole lavorare con il frammento 












Fig. 5: Struttura della molecola dell’immunoglobulina G e dei frammenti monomerici di anticorpo: Fab (frammento di anticorpo), 




Costruzione di librerie anticorpali fagiche 
 
La tecnica del phage display possiede diversi vantaggi: 
- la brevità del ciclo replicativo fagico, 
- la possibilità di clonare inserti di grandi dimensioni senza alterare l’efficienza di replicazione 
e di assemblaggio del fago, 
- la selezione di batteri tramite la resistenza all’antibiotico, 
- la possibilità di controllare la quantità di progenie fagica tramite il promotore, 
- la stretta associazione fra fenotipo e genotipo permettendo così di ottenere 
contemporaneamente la proteina e la corrispondente sequenza genica codificante. 
Queste caratteristiche sono quindi utili per costruire delle librerie fagiche (phage display libraries) 
che potranno essere selezionate con relativa facilità ed efficienza.  
Per quanto riguarda il nostro lavoro, l’interesse si concentra sulle librerie fagiche anticorpali. 
Sia i frammenti Fab che quelli scFv delle immunoglobuline possono essere espressi sulla 
superficie del fago senza perdere l’affinità e la specificità dell’anticorpo tuttavia come già 
precedentemente detto è più semplice lavorare con i frammenti più piccoli ScFv. 
Per costruire una libreria di ScFv usando il phage display si utilizza come materiale di partenza 
l’RNAm ottenuto dai linfociti B e attraverso una retrotrascrizione si ottiene il cDNA che 
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Le sequenze ottenute vengono amplificate e assemblate in un unico costrutto grazie 
all’inserzione di un piccolo frammento di DNA detto linker. L’ScFv assemblato viene quindi 
clonato in un vettore fagmidico. Il fagmide è un vettore ibrido derivato dalla combinazione tra 
vettori fagici e plasmidici: contiene l’origine di replicazione sia del fago sia dell’E.Coli, un sito 
di clonaggio multiplo e un gene di resistenza all’antibiotico; non presenta però i geni strutturali 
e non strutturali richiesti per la generazione di un fago completo94. Il fagmide ricombinante 
viene utilizzato per trasformare gli E.Coli. La ligazione tra l’scFv e il fagmide e la 
trasformazione batterica sono le fasi cruciali di questo procedimento e influenzano 
direttamente la grandezza della libreria.  
Le cellule batteriche trasformate con questo fagmide, che come detto  non contiene la 
sequenza genica che codifica per proteine strutturali e non utili per la formazione delle 
particelle fagiche, devono essere infettate con un fago helper il quale fornisce le informazioni 
utili alla formazione delle particelle fagiche. 
La grandezza delle librerie fagiche anticorpali è generalmente intorno a ~107 cloni e dipende 
dall’efficienza di trasformazione. 
 
Selezione di librerie  
 
Le librerie anticorpali vengono selezionate in modo tale da individuare ed isolare i cloni 
specifici per il target di interesse. Con la tecnica definita bio-panning i fagi che esprimono sulla 
superficie l’ScFv vengono incubati con l’antigene di interesse generalmente immobilizzato95,96. 
I fagi che non si sono legati vengono rimossi attraverso dei lavaggi mentre i fagi che hanno 
legato l’antigene vengono eluiti e poi amplificati in E.Coli. 
Idealmente basterebbe fare un solo ciclo di selezione tuttavia è consigliato fare più cicli di 
selezione (da due a quattro cicli) in maniera che i fagi che non legano con alta affinità il target 
vengano rimossi (Fig. 6). È importante che la selezione su un antigene immobilizzato tenga 
conto dell’integrità conformazionale dell’antigene infatti alcune volte i fagi selezionati contro 
l’antigene immobilizzato possono non essere in grado di riconoscere la forma nativa dello 


























Fig.6: Ciclo del phage display (a) viene creata una libreria di sequenze di cDNA che codificano per proteine (b) che vengono clonate 
nel genoma di una fago o di un fagmide in fusione ad un gene della proteina dell’involucro.(c) La libreria fagica che esprime i vari 
peptidi viene esposta alla molecola target e i fagi con una specificità appropriata vengono catturati.(d) I fagi che non si sono legati 
vengono eliminati tramite dei lavaggi.(e) I fagi che si sono legati vengono eluiti. (f) I fagi eluiti infettano le cellule batteriche e vengono 
così amplificati.(g) Questi fagi amplificati formano una seconda libreria che lega con alta affinità la molecola target. (h) Dopo alcuni  
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Applicazioni 
 
La tecnica del phage display fu introdotta venti anni fa ma la sua applicazione ed il suo sviluppo 
sono solo agli inizi. La letteratura che riporta l’utilizzo di questa tecnologia è decisamente 
ampia ed i lavori che ne descrivono l’applicazione hanno ambiti di indagine e scopi di ricerca 
altamente eterogenei.  
Questa tecnologia risulta, infatti, essere un ottimo strumento per vari obbiettivi tra i quali: 
− valutare le interazioni di specifici ligandi con molecole di interesse 
− individuare i siti dei substrati riconosciuti da specifici enzimi 
− isolare peptidi che si legano a recettori di interesse  
− isolare anticorpi ad elevata affinità per un determinato antigene allo scopo di ottenere 
anticorpi monoclonali 
− mappare gli epitopi riconosciuti da anticorpi mono e policlonali  
Molti, come precedentemente detto, sono gli studi pubblicati che prevedono l’utilizzo di 
questa tecnicnologia in vari ambiti come per esempio l'ambito oncologico97,98 le malattie 












L’obbiettivo di questo lavoro è quello di misurare la risposta anticorpale autoimmune 
diretta contro antigeni cuore specifici che si sviluppa nella mucosa intestinale di soggetti 
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Soggetti dello studio 
 
In collaborazione con l’ospedale Cattinara di Trieste ed in particolare con il polo di cardiologia 
la gastroenterologia dell’ospedale Burlo Garofolo di Trieste segue due pazienti affetti da 
cardiomiopatia dilatativa e celiachia. 
Il primo paziente è un soggetto di 37 anni, maschio, che non ha familiarità per le malattie 
cardiovascolari. Alla diagnosi di cardiomiopatia presentava all'ecocardiogramma: un ventricolo 
sinistro lievemente dilatato (DTD 59 mm), moderatamente ipertrofico con una severa 
riduzione della disfunzione ventricolare sinistra; una  lieve dilatazione del ventricolo destro ed 
una lieve ipertensione polmonare. Non vengono riscontrati vizi valvolari significativi e al test 
da sforzo eseguito in quell'occasione viene rilevata una frequente extrasistolia ventricolare 
senza segni di ischemia; all'ECG Holter vengono rilevate frequenti extrasistoli 
sovraventricolari e ventricolari (6017 EV, 11 coppie, 30 salve bigemine).  
Il soggetto risulta essere anche celiaco presenta infatti livelli sierici di anti- tTg, è EMA 
positivo, e la mucosa intestinale presenta un danno di tipo 3c in base alla classificazione di 
Marsh. Inoltre ha l’HLA DQ2 predisponente. Accanto alla terapia farmacologia per i problemi 
relativi alla cardiopatia, il paziente inizia quindi a seguire una dieta priva di glutine. 
All’ultimo controllo cardiologico  il soggetto sta bene,  il ventricolo sinistro è di dimensioni 
lievemente aumentate (DTD: 60mm; VTD: 135  ml), con pareti di spessore normale. La 
funzione di pompa è normale (FE 52%). Anche il ventricolo destro presenta regolari 
dimensioni e cinetica con buona funzione di pompa. L’atrio sinistro e l’atrio destro risultano 
essere lievemente dilatati. Il paziente inoltre segue scrupolosamente la dieta senza glutine al più 
presto quindi ci sarà il recupero della normale struttura della mucosa intestinale. 
Il secondo paziente è una donna senza familiarità per le malattie cardiovascolari, la cui 
diagnosi di cardiomiopatia dilatativa è stata fatta all’età di 27 anni. A 37 anni le è stata 
diagnosticata anche la celiachia. La donna presentava anemia ed astenia severa. Alla diagnosi di 
celiachia segue l’inizio della dieta senza glutine mentre non ci sono modificazioni per quanto 
riguarda il trattamento farmacologico in atto per la cardiopatia. Durante i primi 6-12 mesi di 
dieta senza glutine ci sono alcuni cambiamenti per quanto riguarda l’aspetto clinico e gli esami 
di laboratorio (tab.2).  




Presentazione della malattia Perimiocarditi frequenti 
(DCM post-miocarditi) 
Storia di familiarità per malattie cardiache No 
Età alla diagnosi di CDM          27 anni 
Età alla diagnosi di celiachia 37anni 
Sintomi associati Anemia (11g%), astenia 
severa 
Cambiamenti terapeutici alla diagnosi di celiachia No 
 
Cambiamenti clinici e di laboratorio durante I primi mesi (6-12) di dieta senza 
glutine 
 
NYHA classificazione II-III →  I 
LVEF (%)       38  →  47 
Numero di extrasistole ventricolari 1685  →   1583 
Eventi ventricolari ripetitivi No 
Evoluzione dei sintomi Astenia severa→  
nessun sintomo 
valori  Hb (g/dl) 11 →    13 
Anticorpi IgA -IgG anti-tTG  + → - 
 
           Tab.2 Descrizione ed evoluzione della presentazione clinica del paziente 2 
 
In questo soggetto la dieta senza glutine sembra portare miglioramenti non solo ai sintomi 
più frequentemente associati alla celiachia come l’anemia e l’astenia ma sembra anche 
migliorare le funzionalità cuore correlate. 
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Materiali e metodi 
 
COSTRUZIONE LIBRERIE ANTICORPALI TOTALI DI CLASSE IgA 
Estrazione di RNA da tessuto bioptico tramite trizol 
 
Omogeneizzazione 
Scongelare il campione bioptico, conservato a -80° C in 1ml di Trizol per 50-100 mg di    
tessuto, ed omogeneizzarlo con un pestello sterile. 
Nel caso di campioni con un alto contenuto di proteine, grassi, polisaccaridi o materiale 
extracellulare (es. muscoli, tessuto grasso o parti tuberose di piante) centrifugare a 11000 rpm 
per 10' a 2°- 8°C per eliminare la componente particolata. 
 
Separazione 
- Prelevare il surnatante contenente l’RNA e porlo in Eppendorf da 1,5 ml. 
- Incubare il campione per 5' a 15°- 30°C. 
- Aggiungere 200 µl di Cloroformio per 1 ml di Trizol iniziale. 
- Agitare vigorosamente per 15''. 
- Incubare il campione per 2'-3' a 15°- 30°C. 
- Centrifugare il campione a 11000 rpm per 15' a 2°- 8°C. 
 
Precipitazione 
- Trasferire la fase acquosa superiore contenente l’RNA in un’Eppendorf pulita (quantità 
teorica  60% di 1 ml di Trizol iniziale). 
- Aggiungere 500 µl di Isopropanolo per 1 ml di Trizol iniziale. 
- Incubare il campione per 10' a 15°- 30°C. 
- Centrifugare a 11000 rpm per 10' a 2°- 8°C. 
 
Lavaggio 
- Rimuovere il surnatante. 
- Lavare il fondello di RNA aggiungendo al massimo 1 ml di EtOH DEPC 75% per 1 ml di  
Trizol iniziale. 
- Mescolare il campione vortexando. 
- Centrifugare a 9000 rpm per 5' a 2°- 8°C. 
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Risospensione 
- Eliminare l’etanolo. 
- Asciugare (all’aria o sottovuoto) il fondello di RNA 5'-10' finchè diviene translucido. 
In base alla quantità del pellet risospendere l’RNA in H2O senza RNasi (o in 0.5% SDS). 
- Incubare il campione per 10' a 55°- 60°C. 
Trattamento dell'Rna con DNAsi 
 
- Aggiungere in una provetta per PCR senza RNasi: 
1 µg di RNA   
1 µl di Buffer 10X 
1 µl di Amplification Grade DNasiI (1 U/µl) 
portare ad un volume finale di 10 µl con H2O senza RNasi (Molecular Biology Grade) 
- Incubare il campione per 15' a temperatura ambiente. 
- Aggiungere 1 µl di Stop Solution. 
- Scaldare per 10' a 70°C. 
- Porre il campione subito in ghiaccio. 
Produzione di cDNA (SUPERSCRIPTTMII-Gibco BRL) 
 
In una provetta mettere: 
1 µl pd(N)6 100 ng/µl 
1 µg RNA 
10 µl H2O 
Nel caso l’RNA sia stato precedentemente trattato con DNasi aggiungere solo pd(N)6. 
- Denaturare il campione per 10' a 70°C.Porre subito in ghiaccio.  
- Aggiungere: 
 4 µl First Strand Buffer 5X 
 2 µl DTT 0.1 M 
 1 µl dNTP Mix (10 mM ognuno) 
- Incubare il campione per 10' a 25°C. 
- Portare a 42°C e aggiungere 1 µl dell'enzima trascrittasi inversa. 
- Incubare il campione per 50' a 42°C 
    15' a 70°C 
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Amplificazione delle catene pesanti e delle catene leggere delle immunoglobuline 
 
Preparare una Mix di reazione: 
Buffer 1X (Tris 10 mM pH 8.3, KCl 50 mM) 
MgCl2 1.5 mM 
dNTP 200 µM  
primer 0.5 µM ciascuno  
DNA  
Taq DNA polimerasi 0.03 U/µl  
H2O sterile a 25 µl 





IgA for Vk for mix(Vk 1, 
2/4, 3, 5) 










































       
IgA for   GGG GCT GGT CGG GGA TGC 
Primer VH back   TTA TCC TCG AGC GGT ACC + 
- VH back 4     CAG GTG CAG CTG CAG GAG TCS G 
- VH back 6     CAG GTG CAG CTA CAG CAG TGG G 
- VH back 5     CAG GTA CAG CTG CAG CAG TCA 
- VH back 10   GAG GTG CAG CTG KTG GAG WCY 
- VH back 12   CAG GTC CAG CTK GTR CAG TCT GG 
- VH back 14   CAG RTC ACC TTG AAG GAG TCT G 
- VH back 22   CAG GTG CAG CGT GTG SAR TCT GG     
Primer Vk for   GAA GTT AGT GTC GAC CCT CCG GA + 
- Vk for 1       TTT GAT TTC CAC CTT GGT CC 
- Vk for 2/4   TTT GAT CTC CAS CTT GGT CC 
- Vk for 3       TTT GAT ATC CAC TTT GGT CC 
- Vk for 5       TTT AAT CTC CAG TCG TGT CC 
Primer Vk back   AGC AAG CGG CGC GCA TGC C + 
- Vk back 1     GAC ATC CRG DTG ACC CAG TCT CC 
- Vk back 2     GAA ATT GTR WTG ACR CAG TCT CC 
- Vk back 12   GAA ACG ACA CTC ACG CAG TCT C  
- Vk back 9     GAT ATT GTG MTG ACB CAG WCT CC 
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Primer Vλ for   GAA GTT AGT GTC GAC CCT CCG GA + 
- Vλ for 1/2   TAC GAC GGT SAS CTT GGT CC 
- Vλ for 7      GAG GAC GGT CAG CTG GGT GC 
Primer Vλ back   AGC AAG CGG CGC GCA TGC C + 
- Vλ back 3      TCC TAT GWG CTG ACW CAG CCA C 
- Vλ back 38    TCC TAT GAG CTG AYR CAG CYA CC 
- Vλ back 11    TCC TCT GAG CTG AST CAG GAS CC  
- Vλ back 13    CAG TCT GYY CTG AYT CAG CCT 
- Vλ back 7/8   CAG DCT GTG GTG ACY CAG GAG CC 
- Vλ back 15    AAT TTT ATG CTG ACT CAG CCC C 
- Vλ back 1      CAG TCT GTS BTG ACG CAG CCG CC 
- Vλ back 4      CAG CCT GTG CTG ACT CAR YC 
- Vλ back 9      CAG CCW GKG CTG ACT CAG CCM CC 
Condizioni di amplificazione: 
   denaturazione iniziale: 94°C x 3’ 
denaturazione 94°C x 30” 
appaiamento 56°C x 30”       30 cicli 
allungamento 72°C  x 45” 
allungamento finale: 72°C x 5’. 
Il prodotto di amplificazione viene controllato su gel di agarosio 3% in tampone TBE 1X. 
 
Seconda amplificazione con aggiunta del linker 
 
- Preparare una mix delle amplificazioni di ciascuna famiglia anticorpale con 10 µl ciascuna 
- Preparare la miscela di reazione per l'amplificazione. 
buffer 1X (Tris 10 mM pH 8.3, KCl 50 mM) 
MgCl2 1.5 mM 
DMSO 5% finale 
dNTP 200 µM 
primer 0.3 µM ciascuno 
mix VH o Vk o Vλ  
Taq DNA polimerasi 0.03 U/µl 
H2O bidistillata sterile a 50 µl 
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 Amplificazione VH Amplificazione VL 
Primer for 20X VH for mix (VH for 1/2, 3, 4/5, 6) VLPTL for 
Primer back 20X VHPTL back  VLPT1 back 
  
Primer VH for   GAT TGG TTT GCC GCT AGC + 
- VH for 1/2   TGA GGA GAC RGT GAC CAG GGT G 
- VH for 3       TGA AGA GAC GGT GAC CAT TGT 
- VH for 4/5   TGA GGA GAC GGT GAC CAT GGT T 
- VH for 6       TGA GGA GAC GGT GAC CGT GGT CC 
VHPTL back  GGA GGG TCG ACC ATA ACT TCG TAT AAT GTA TAC TAT ACG    
                        AAG TTA TCC TCG AGC GGTA 
VLPTL for    ACC GCT CGA GGA TAA CTT CGT ATA GTA TAC ATT ATA CGA 
                        AGT TAT GGT CGA CCC TCC 
VLPT1 back   CGC TGG ATT GTT ATT ACT CGC AGC AAG CGG CGC GCA TGC C 
 
Condizioni di amplificazione:  
denaturazione iniziale: 94°C x 3’ 
denaturazione 94°C x 30” 
appaiamento 58°C x 30”       20 cicli 
allungamento 72°C  x 45” 
allungamento finale: 72°C x 5’. 
 
Il prodotto di amplificazione viene controllato su gel di agarosio 2% in tampone TBE 1X. 
- Caricare tutto il materiale su gel di agarosio 1% in tampone TAE 1X. 
- Tagliare la banda corrispondente all’amplificato. 
- Purificare con Quiaquick gel extraction (Qiagen) come da protocollo. 
- Controllare il recuperato su gel di agarosio 3% in tampone TBE 1X. 




Preparare la seguente miscela di reazione: 
buffer 1X (Tris 10 mM pH 8.3, KCl 50 mM) 
MgCl2 1.5 mM 
DMSO 5% finale 
dNTP 200 µM 
primer 0.25 µM ciascuno  
VH + Vk o VH + Vλ 
Taq DNA polimerasi 0.03 U/µl 
H2O bidistillata sterile a 50 µl 
  
Primer for 20X VHPT1 for dopo 8 cicli 
Primer back 20X VLPT2 back dopo 8 cicli 
 
VHPT1 for   CCA GGC CCA GCA GTG GGT TTG GGA TTG GTT TGC CGC TA 
VLPT2 back   TAC CTA TTG CCT ACG GCA GCC GCT GGA TTG TTA TTA CTC 
 
Condizioni di reazione: 
denaturazione iniziale: 94°C x 3’ 
denaturazione 94°C x 30” 
appaiamento 60°C x 30”       33 cicli 
allungamento 72°C  x 45” 
allungamento finale: 72°C x 5’. 
 
Il prodotto di amplificazione viene controllato su gel di agarosio 2% in tampone TBE 1X. 
- Caricare tutto il materiale su gel di agarosio 1% in tampone TAE 1X; tagliare la banda 
corrispondente all’amplificato  
- Purificare con Quiaquik gel extraction (Qiagen) come da protocollo. 
- Controllare il recuperato su gel di agarosio 2% in tampone TBE 1X. 
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Digestione del frammento ScFV 
 
Preparare la seguente miscela di reazione: 
assembling recuperato da banda  VH + Vk o VH + Vλ 
buffer 2 (NEBiolabs) 1X 
BSA (NEBiolabs) 1X 
H2O bidistillata sterile 
BsshII (NEBiolabs)  digestione 1h a 50°C 
NheI (NEBiolabs) digestione 3h a 37°C 
 
Le unità degli enzimi dipendono dalla quantità di assembling che si vuole digerire. Un unità di 
enzima per convenzione digerisce 1 µg di DNA. 
- Controllare il digerito su un gel di agarosio 2% in tampone TBE 1X. 
- Purificare con Qiagen PCR Purification Kit come da protocollo. 
- Controllare la purificazione su gel di agarosio 1% in tampone TBE 1X. 
Preparazione del vettore 
 
Per il clonaggio utilizzare come vettore un clone già trasformato, che dia un buon prodotto 
con le miniprep e produrre il plasmide con il kit miniprep (Quiagen) come da protocollo. 
Controllare su gel di agarosio 1% in tampone TBE 1X. 
Digestione del vettore: 
Buffer 2 1X (10 mM Tris-HCl pH=7.9, 10 mM MgCl2, 50 mM NaCl, 1mM DTT) 
BSA 1X 
 DNA plasmidico 
enzima di restrizione 
H2O bidistillata sterile 
 
La digestione avviene in modo sequenziale: 
1° Digestione: con BsshII 2h a 50°C (Tenere 2 µl per il controllo). 
2° Digestione: con NheI 2h a 37°C (Tenere 2 µl per il controllo). 
3° Digestione: con XhoI 2h a 37°C (Dopo 1h aggiungere 0,5-1 µl di NheI). 
 
Le unità degli enzimi da utilizzare dipendono dalla quantità del vettore da digerire. 
Controllare su gel di agarosio 1% in tampone TBE 1X. 
 




Quantificare su gel di agarosio 1% in tampone TBE 1X il vettore e l’inserto digeriti. 
Nella reazione di ligazione è preferibile mantenere un rapporto vettore:inserto 1:3. 
Preparare la seguente miscela di reazione : 
buffer 1X  
T4 ligasi 400 U/µl 
DTT 0.1 M 
vettore 
VH/Vk o VH/Vλ 
H2O bidistillata sterile 
Condizioni di reazione: 16h a 16°C e 10’ a 70°C per l'inattivazione dell'enzima. 
Precipitazione della ligazione 
 
La precipitazione prevede l'estrazione del DNA con 3 passaggi successivi in fenolo, fenolo-
cloroformio e cloroformio: 
- Aggiungere 50 µl NaAc 0.2 M pH 7 
- Aggiungere un volume di fenolo pari al volume del campione. 
- Centrifugare 5’ a 12000 rpm. 
- Recuperare la fase superiore e aggiungere un volume equivalente di una soluzione 1:1 di 
fenolo e cloroformio. 
- Centrifugare 5’ a 12000 rpm. 
- Recuperare la fase superiore e aggiungere un volume equivalente di cloroformio 
- Centrifugare 5’ a 12000 rpm. 
- Recuperare la fase superiore e portare a 0.25 M aggiungendo NaCl 0.5 M. 
- Aggiungere 2.5 volumi EtOH 100% e lasciare a -20°C O/N. 
- Centrifugare 20’ a 13000 rpm a 4°C. 
- Eliminare il sopranatante e aggiungere 100 µl di EtOH 70%; lasciare 5’ a RT. 
- Centrifugare 15’ a 13000 rpm a 4°C. 
- Eliminare il sopranatante e lasciare a RT finchè il pellet è asciutto. 
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Preparazione delle cellule competenti 
 
1° giorno 
Le cellule competenti DH5F’ vengono preparate partendo da uno stock di cellule conservato 
in glicerolo a –80° C. Con un ansa sterile si preleva 1 µl di glicerolato e si stempera, per far 
crescere i batteri, in 5 ml di LB  a 37°C O/N in agitazione. 
 
2° giorno 
- Inoculare 200 µl della coltura cresciuta O/N in 200 ml di terreno LB e far crescere a 37°C in 
agitazione fino a OD600= 0.8-1.0; arrestare la crescita mettendo le cellule 20’ in ghiaccio. 
- Centrifugare i batteri 8’ a 3800 rpm ed eliminare il sopranatante. 
- Risospendere il fondello in 50 ml di tampone glicerolo (450 ml di H2O mQ + 30 ml di 
glicerolo, sterilizzato in autoclave) e lasciare 7’-8’ in ghiaccio.  
- Lavare il fondello ripetendo due volte la centrifugazione dei tubi, eliminando il sopranatante 
e risospendendo il fondello in un volume finale di 50 ml di tampone glicerolo e lasciare il 
tubo 5’ in ghiaccio. 
- Dopo l’ultima centrifugazione, risospendere il fondello in 400-450 µl di tampone glicerolo 
(125 µl ogni 100 ml di coltura iniziale) e conservare in aliquote a –80° C. 
Trasformazione cellule competenti mediante elettroporazione 
 
Le cellule competenti vengono trasformate tramite elettroporazione. A tale scopo viene 
utilizzato l’elettroporatore Eppendorf 2510 impostato a 2200 Volt - costanti, con un tempo 
ottimale di elettroporazione di 4.8”-5.2” in cuvette sterili da 2 ml. 
- Risospendere le cellule appena elettroporate in SOC e farle crescere 30’-1h a 37°C in 
agitazione per permettere la riparazione della membrana.  
- Piastrare quindi le cellule su piastre di LB agar addizionato di  glucosio e antibiotico e 
incubare a 30°-37°C O/N. 
Raccolta della libreria 
 
La libreria viene raccolta in LB e conservata in aliquote da 1 ml a –80°C in glicerolo. 
Fingerprinting 
 
Controllare le colonie cresciute sulle piastre di diluizione con un fingerprinting per valutare 
l’effettiva presenza dell’inserto di interesse.. 




Preparare la seguente miscela di reazione: 
buffer 1X (Tris 10 mM pH 8.3, KCl 50 mM) 
MgCl2 1.5 mM 
dNTP 200 µM 
primer 0.25 µM ciascuno  
DNA  
Taq DNA polimerasi 0.03 U/µl 
H2O bidistillata sterile a 20 µl 
 
Primer for VHPT2  
Primer back VLPT2 back 
 
VHPT2 for   TGG TGA TGG TGA GTA CTA TCC AGG CCC AGC AGT GGG  TTT G 
. 
Condizioni di reazione:  
denaturazione iniziale: 95°C x 10’ 
denaturazione 95°C x 30” 
appaiamento 60°C x 30”       33 cicli 
allungamento 72°C  x 45” 
allungamento finale: 72°C x 10’. 
Il prodotto di amplificazione viene controllato su gel di agarosio 3% in tampone TBE 1X 
 
Digestione. 
Preparare la seguente miscela di reazione: 
buffer 2 (NEBiolabs) 1X 
BSA 1X 
BstnI 4 U/µl 
H2O bidistillata sterile 
campione 
L'enzima BstnI è attivo ad una temperatura di 60°C. 
Dopo la digestione il campione viene caricato su gel di agarosio 3% in tampone TBE 1X. 
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SELEZIONE DI LIBRERIE ANTICORPALI 
 
1° giorno 
- Far crescere un’aliquota dei cloni della libreria in 10 ml di LB, addizionato di glucosio e 
ampicillina, fino a OD600=0.5. 
- Infettare con fago helper MOI 20:1 lasciando fermo 45’ a 37°C.centrifugare 15’ a 4000 rpm. 
- Risospendere il fondello batterico in 10 ml di LB addizionato di ampicillina e kanamicina. 
- Crescere a 28-30°C O/N (i fagmidi saranno presenti nel sopranatante della coltura O/N). 
- Preparare il coating (in PBS 1X) in un immunotubo con l’Ag appropriato (htTG 10 µg/ml, 
miosina di coniglio 10 µg/ml, miosina porcina 10 µg/ml, BSA 10 µg/ml) e lasciarlo a 4°C 
O/N. 
2° giorno 
- Centrifugare i fagi della crescita O/N 20’ a 8000 rpm. 
- Aggiungere a 40 ml di sopranatante una quantità di PEG-NaCl pari a 1/5 del volume. 
- Incubare 45’-1h in ghiaccio agitando di tanto in tanto. 
- Centrifugare 15’ a 5000 rpm. 
- Risospendere il fondello in PBS 1X. 
L’eventuale rimanenza di batteri in sospensione può essere eliminata centrifugando 5’ a 13000 
rpm 
- Saturare i fagi 1:1 con latte 4% e l’immunotubo svuotato dal coating con latte 2% 45’-1h a 
RT. 
- Svuotare il tubo dal latte e aggiungere 500 µl dei fagi saturati in latte. 
- Incubare 30’ a RT in rotazione e 1h30’ fermo. 
- Lavare il tubo 5 volte con PBS 1% - Tween 0.1% e 5 volte con PBS 1%. 
- Infettare 45’ fermo i fagi nell’immunotubo con DH5αF’ cresciute fino a OD600 = 0.5 
- Piastrare in LB agar con glucosio 1% e ampicillina e crescere a 37°C O/N: questo 
rappresenta il 1° out put della selezione. 
3° giorno 
- Procedere come il 1° giorno, ma inoculando il 1° out put (raccolto dalla piastra in 1 ml LB) 
in 10 ml di LB addizionato di glucosio e ampicillina. 
4° giorno 
Procedere come il 2° giorno, ma aumentando la stringenza mediante l’aumento del numero 
dei lavaggi (10 volte con PBS 1% - Tween 0.1% e 10 volte con PBS 1%, 30’ in rotazione con 
PBS 1% - Tween 0.1%, 5 volte con PBS 1% - Tween 0.1% e 5 volte con PBS 1%); la coltura 
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O/N in questo caso rappresenta il 2° out put della selezione. Piastrare anche delle diluizioni 
del secondo autput.  
Produzione del fago helper 
 
Giorno 1 
- Inoculare con ansa sterile una colonia di DH5αF’ in 5 ml di LB e far crescere in agitazione a 
37°C fino a OD600 =0.8-1.  
- Preparare delle diluizioni di 10-4, 10-6, 10-8 in PBS del fago helper rimasto. 
- Infettare 1ml di cellule DH5αF’ con 1 µl di ciascuna diluizione del fago helper.. 
- Incubare in stufa per 45' a 37°C.. 
- Sciogliere in forno a microonde il Top Agar e mantenerlo liquido mettendolo in stufa a 
60°C. 
- Scaldare tre piastre Petri mettendole a 37°C. 
- Al termine dell'infezione aggiungere 1-3 ml di Top Agar in ciascuna diluizione, mescolare e 
piastrare sulle piastre riscaldate. 




- La sera inoculare 3 colonie di crescita ritardata (le colonie più pallide sul layer di DH5αF’ 
non infettate), prese da una delle piastre, in 10 ml di LB addizionato di kanamicina. 
- Far crescere in agitazione O/N a 30°C. 
 
Giorno 3 
- Centrifugare a 8000 rpm per 15' a 4°C. 
- Recuperare il sopranatante contenente i fagi. Conservarli a 4°C. 
- Titolare i fagi ottenuti. 
Titolazione dei fagi 
 
- Inoculare con ansa sterile una colonia di DH5αF’ in 5 ml di LB. 
- Far crescere in agitazione a 37°C fino a OD600= 0.5 (5x10
8 batteri/ml). 
- Preparare delle diluizioni di 10-2, 10-4, 10-6 in PBS del fago helper preparato. 
- Aggiungere 2 ml di ciascuna diluizione in 1 ml di DH5aF’. 
- Incubare 30' a 37°C. 
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- In una piastra da microtitolazione fare delle diluizioni scalari per ciascuna infezione. 
- Per ogni diluizione del fago helper (10-2, 10-4, 10-6) piastrare 5 µl di ciacuna diluizione (10-1, 
  10-2, 10-3, 10-4, 10-5) in triplicato su piastra (ben asciutta) LB Agar con kanamicina. 
- Far crescere O/N a 37°C. 
- Calcolare il titolo del fago helper:  
n° colonie x 104 (dil in cui vengono contate le colonie) x 102 (diluizione di partenza) x 500    




- Preparare una master plate in una piastra da microtitolazione da 96 pozzetti con 120 µl di 
LB addizionato di glucosio e ampicillina e piccando le colonie ottenute nella diluizione del 2° 
out put. 
- Duplicare la master in una seconda microtiter e far crescere in agitazione a 37°C fino a 
OD600 = 0.5. 
- Infettare il duplicato con fago helper a MOI 20:1 lasciando fermo 45’ a 37°C. 
- Centrifugare 15’ a 3500 rpm. 
- Risospendere il fondello in 140 µl di LB + Amp + Kan 
- Crescere a 28-30°C O/N (i fagmidi saranno presenti nel sopranatante della coltura O/N) 
- Preparare il coating (in PBS) in una piastra da 96 pozzetti con l’Ag appropriato (htTG 10 




ELISA utilizzando i fagi prodotti durante la crescita O/N. 
- Saturare il coating con latte 2% 45’ a RT. 
- Centrifugare la microtiter della coltura O/N 15’ a 3500 rpm. 
- Mettere 50µl del sopranatante (fagi = AbI) nella piastra dove era stato fatto il coating ed 
aggiungere latte 4% in rapporto 1:1, lasciare in incubazione 1h30’ a RT. 
- Svuotare i pozzetti e lavare 3 volte con PBS 1% – Tween 0.1% e 3 volte con PBS 1% 
- Aggiungere 100 µl di anticorpo secondario (α-fago-HRP 1:5000 in latte 2%) e lasciare 
incubare 1h. 
- Sviluppare il saggio mettendo in ogni pozzetto 65 µl di TMB e bloccare la reazione con 35 µl 
di H2SO4. 
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Di ciascun clone deve essere confermato il risultato e la master deve essere congelata a –80°C 
in glicerolo. 





PCR di sequenza: 
buffer 1X (Tris 10 mM pH 8.3, KCl 50 mM) 
dNTP 200 µM 
primer 0.25 µM ciascuno 
DNA 
Taq DNA polimerasi 0.03 U/µl 
H2O bidistillata sterile fino a volume totale di 20 µl. 
 
Primer for VH seq 
Primer back M13 rev seq 
  
Condizioni di reazione:Programma:  
denaturazione iniziale: 95°C x 10’ 
denaturazione 95°C x 30” 
appaiamento 60°C x 30”       30 cicli 
allungamento 72°C  x 45” 
allungamento finale: 72°C x 10’. 
.Il prodotto di amplificazione viene controllato su gel di agarosio 3% in tampone TBE 1X. 
 
Digestione 
Preparare la seguente miscela:Mix di purificazione: 
Amplificato       da 3 a 6µl  
Mix Exo/Sap              1µl  
H2O a volume finale   7 µl 
Condizioni di reazione: 37°C 15’ e  85°C 15’. 
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Marcatura 
Preparare la seguente miscela di reazione: 
DNA digerito  7 µl 
Big Dye          0,5 µl 
Primer           1,5 µl 
H2O a volume finale 10 µl 
Condizioni di reazione: 
96°C x 1’ 
96°C x 15”, 60°C x 4’; 25 cicli. 
 
Purificazione 
Utilizzare il kit Montage Seq (millipore) e procedere come da protocollo. 
 
PRODUZIONE DELLA htTG 
 
Produzione della proteina ricombinante 
 
- Inoculare 10 µl di cellule batteriche DH5αF' trasformate, contenenti il plasmide con il gene 
codificante per la htTG, in 10 ml di LB + Amp 1%. 
- Far crescere in agitazione O/N a 37°C. 
- Inoculare 4 ml della precoltura in 400 ml di LB + Amp 1%. 
- Far crescere in agitazione a 37°C fino a O.D.600= 0.5. 
- Indurre la coltura con 0,2 mM IPTG O/N a 28°- 30°C. 
- Centrifugare a 5000 rpm per 20' a 4°C. 
- Eliminare il sopranatante e pesare il fondello. 
- Risospendere il pellet con 10 ml/g di tampone di lisi (20 mM Tris pH=8, 500 mM NaCl, 5 
mM imidazolo, 0,1% Triton X 100). 
- Incubare in agitazione in ghiaccio finchè i batteri non si sono lisati completamente. 
- Aggiungere 20-50 µg/ml di DNasi ed incubare in agitazione per 20'. 
- Centrifugare a 5000 rpm per 30'. 
- Recuperare il surnatante. Filtrare con filtro 0,45 µm. 
 
 
Materiali e metodi 
 45
Separazione mediante cromatografia d'affinità 
 
- Risospendere la resina NiNTA superflow (Qiagen). Diluire la resina (1 ml/l di coltura 
batterica iniziale) in 8 ml di tampone di lavaggio (20 mM Tris pH=8, 500 mM NaCl, 5 mM 
imidazolo). 
- Impaccare la resina nella colonna di purificazione. 
- Lavare la colonna con 2 volumi di tampone di lavaggio. 
- Depositare nella colonna il surnatante proteico recuperato. (La proteina si lega alla resina 
grazie ad una sequenza di 6 istidine presenti in coda). 
- Lavare la resina con 1 volume di tampone di lavaggio. 
- Lavare la resina con 2 volumi di tampone di lavaggio (20 mM imidazolo) + 0,1% Triton X 
100. 
- Lavare la resina con 1 volume di tampone di lavaggio per eliminare l’eccesso di Triton. 
- Eluire con 5 ml di tampone di eluizione (20 mM Tris pH=8, 500 mM NaCl, 300 mM 
imidazolo). 
- Raccogliere il campione eluito in 3 frazioni in Eppendorf da 1,5 ml. 
- Dializzare il campione contro un tampone PBS 1X in continua ma moderata agitazione 
O/N a 4°C. 
- Conservare la proteina così purificata a -20°C. 




La reazione di retrotrascrizione è stata eseguita in un volume totale di 20 µl; 
Preparare le seguente miscela di reazione: 
1 µl pd (N6) 
1 µl mRNA placentare (Clonotech) 
1 µl di dNTPs 10mM ciascuno 
          10 µl H20. 
Denaturare il campione per 5’ a 65°C 
Porre in ghiaccio ed aggiungere alla miscela: 
4 µl Buffer 5x 
1 µl DTT 0,1M 
1 µl di H20 
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Incubare 10’ a 25°C (solo se si usa Random Primers) 
Portare la miscela ad una temperatura di  42°C 
Aggiungere 1 µl di Reverse Transcriptase Superscript 
Condizioni di reazione: 
  50’ a 42°C 
  15’ a 70°C. 
 
Amplificazione del II loop extracellulare del recettore β1-adrenergico 
 
Preparare una miscela di reazione: 
Buffer 1X (Tris 10 mM pH 8.3, KCl 50 mM) 
MgCl2 1.5 mM 
dNTP 200 µM  
primer 0.5 µM ciascuno  
cDNA  
Ampli Taq Gold 0.03 U/µl  
H2O sterile a 25 µl 
 
Condizioni di reazione : 
denaturazione iniziale: 95°C x 10’ 
denaturazione 95°C x 30” 
appaiamento 60°C x 30”  30 cicli 
allungamento a 72°C x 30” 
allungamento finale: 72°C x 10’ 
I primers sono stati disegnati in modo tale che abbiano sequenze complementari a quelle che 
fiancheggiano la regione codificante il secondo dominio extracellulare del recettore β1-
adrenergico.  
A queste vengono aggiunte delle sequenze specificatamente riconosciute dagli enzimi di 
restrizione, che verranno usati successivamente, ed ulteriori 4-6 nucleotidi necessari per il 
posizionamento della polimerasi. La progettazione dei primers garantisce la giusta cornice di 
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Il materiale amplificato è stato purificato da gel di agarosio 1% in TAE (Tris-acetato 40mM, 
EDTA 1mM, pH 8) tramite kit QIAEXII Gel Extraction Kit (QIAGEN) apportando però 
alcune modifiche al protocollo suggerito. Per aumentare l’efficienza di purificazione i tempi di 
centrifugazione sono stati allungati a 2' e si aggiunge oltre alla resina fornita nel kit ulteriori 
10µl di terra di diatomea. La terra di diatomea coadiuva la resina fornita nell’adsorbimento del 
DNA, aumentando così la resa della purificazione in termini di quantità di DNA recuperato.  
Digestione 
 
Preparare la seguente miscela di reazione: 
buffer 2 (NEBiolabs) 1X 
EcoRI (NEBiolabs) 
HindIII (NEBiolabs) 
H2O bidistillata sterile 
Campione da digerire 
Condizioni di reazione: 3h a 37°C. 
I frammenti tagliati sono stati nuovamente purificati utilizzando il kit QIAEXII Gel 
Extraction Kit (Qiagen) secondo il protocollo fornito. 
 
Purificazione di DNA plasmidico 
  
1° Giorno 
- Strisciare un glicerolato di batteri contenenti il DNA plasmidico di interesse su una piastra 
Petri di LB Agar con antibiotico in modo da permettere la crescita dei soli batteri contenenti 
effettivamente il vettore. 
2°Giorno 
- Inoculare una singola colonia batterica in 2 ml di terreno LB e far crescere i batteri in 
agitazione a 37°C O/N. 
3°Giorno 
- Estrarre il DNA plasmidico con il kit miniprep (Qiagen) seguendo il protocollo. 
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Digestione del vettore 
 
Preparare la seguente miscela di reazione: 
buffer 2 (NEBiolabs) 1X 
EcoRI (NEBiolabs) 
HindIII (NEBiolabs) 
H2O bidistillata sterile 
Campione da digerire 
 
L’effettiva digestione del plasmide è stata controllata su gel di agarosio 1% TBE. Verificato il 




Quantificare su gel di agarosio 1% in tampone TBE 1X il vettore e l’inserto digeriti. 
Nella reazione di ligazione è preferibile mantenere un rapporto vettore:inserto 1:3. 
Preparare la seguente miscela di reazione : 
buffer 1X  
T4 ligasi 400 U/µl 
DTT 0.1 M 
vettore 
inserto 
H2O bidistillata sterile 
Condizioni di reazione: 16h a 16°C e 10’ a 70°C per l'inattivazione dell'enzima. 
Preparazione di cellule chimicamente competenti 
 
- Far crescere i batteri in 50ml di terreno LB privo di antibiotici fino ad O.D.600=0.5 
- Mettere i batteri in ghiaccio per 20’. 
- Centrifugare a 1200g per 5’ e risospendere il pellet nella soluzione TSS (1ml per ogni 10ml di 
partenza). 
- Aliquotare i batteri (100-200 µl) e conservare le aliquote a -80°C 
 




- Scongelare un aliquota di cellule rese competenti fino a 4°C. 
- Aggiungere 5 µl di miscela di ligasi e lasciare in incubazione per 20’ in ghiaccio. 
- Dare uno shock termico alle cellule ponendole a 42°C per 60’’-90’’. 
- Riporre in ghiaccio per 1'-2' 
- Aggiungere 800 µl di terreno liquido e far crescere a 37°C per 45’-1h in agitazione 
- Piastrare le cellule su terreno solido LB Agar+ AMP e fare crescere O/N a 30°-37° C. 
 
Il giorno successivo controllare la presenza dell’ inserto di interesse nelle colonie cresciute per 
mezzo di amplificazioni utilizzando i primers specifici per il nostro peptide. 
Espressione della proteina di fusione 
 
Saggi di espressione 
 
Per capire se i batteri trasformati sono anche in grado di produrre in modo apprezzabile 
l’inserto di interesse è stato quindi necessario eseguire dei saggi di espressione. 
- Far crescere i batteri in 5ml di terreno liquido LB con ampicillina a 37°C fino ad O.D.600=0.5 
- Prelevare 0,5 ml dalla coltura (tempo 0) 
- Indurre con IPTG (0.3 mM) e mantenere la coltura in agitazione a 30°C. 
- Prelevare 0,5 ml dalla coltura a 2h, 3h, 4h e dopo 12h dall’induzione.  
- Centrifugare le aliquote prelevate dalla coltura 11000 rpm per 5' 
- Eliminare il sovranatante 
- Risospendere il pellet in 500 µl di SDS gel-loading sample,  




- Preparare e colare nell'apposita celletta il running gel 10% 
- Aspettare che il running gel si polimerizzi e colarvi sopra lo stacking gel 5% 
- Caricare 10 µl di campione in ogni pozzetto. 
Condizioni di elettroforesi: 18mA e poi 20mA. 
Al termine della corsa elettroforetica recuperare il gel, eliminare lo stacking gel ed incubare 
O/N con il colorante Blue di Comassie. Decolorare quindi con il Destaining Buffer.  
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Produzione della proteina su larga scala 
 
- Far crescere un clone contente il frammento di interesse in 400ml di terreno LB addizionato 
con glucosio 1% e ampicillina fino ad O.D.600=0.5 a 37°C in agitazione. 
- Indurre con IPTG (0.3 mM ), rispettando le stesse condizioni delle prove di espressione. 
Dopo 4 ore Dopo 4h centrifugare 10.000 rpm per 20 minuti a 4°C 
- Eliminare il surnatante  
- Risospendere il pellet in 1 ml di Colum Buffer (Tris-HCl 20 mM, NaCl 200 mM, EDTA 
1mM) per 0.1 g di pellet.  
- Aggiungere il lisozima (10 ml/1 g di batteri) alla sospensione e mettere in ghiaggio in 
agitazione 30' 
- Aggiungere DNAsi (da 20 a 50 µg/ml) sempre mantenendo la sospensione in agitazione a 
4°C per 20'.  
- Sonicare 2' (facoltativo).  
- Centrifugare il campione a 10.000 rpm per 20' a 4°C. 




- Preparare una colonna per purificazione con 1ml di amylose resin.  
- Equilibrare la colonna lavandola con 8-10 volumi di soluzione A (20mM Tris pH 8; 500mM 
NaCl). 
- Applicare il campione (recuperare il filtrato e passarlo in colonna una seconda volta) 
- Lavare la colonna con soluzione A 10-12 volte il volume della resina. 
- Eluire con soluzione A + 10mM maltosio. 
 
Rigenerazione della resina di amilosio 
 
- Lavare la colonna con 3 volumi della colonna di acqua 
- Lavare con soluzione 0,1% SDS 3 volumi della colonna 
- Lavare con acqua un volume della colonna 
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Dialisi e concentrazione 
 
- Riunire le diverse frazioni di eluato raccolte. 
- Inserirle in una membrana di dialisi (Pierce) 
- Immergere la membrana in una soluzione in eccesso di PBS O/N. 
- Concentrare la proteina. In questo caso è stato utilizzato un sistema di concentrazione per 




Metodo di Bradford: 
- Aggiugere 200 µl di colorante Comassie Brilliant Blue a 10 µl della proteina da quantificare.  
- Leggere con uno spettrofotometro a 595nm 
- Confrontare i dati ottenuti con quelli dei campioni di riferimento che contengono 
concentrazioni note di albumina di siero bovino (BSA)  (da 2 mg/ml a 0,125 mg/ml). 
 




- ACIDO SOLFORICO 1M (Volf = 100 ml)  
Diluire 18 volte la madre H2SO4 (18 M) in H2O bidistillata fino a volume finale 100ml.. 
- CLOROFORMIO:alcool ISOAMILICO 24:1 (Vf = 100 ml) 
Mescolare 96 ml di Cloroformio e 4 ml di alcool Isoamilico. Conservare a 4°C. 
- DESTAINING SOLUTION 
30% metanolo, 10% acido acetico 
- DTT (ditiotritolo) 0,1 M (Volf = 100 ml) 
Sciogliere 1,5425 g in 100 ml di H2O bidistillata. Conservare a -20°C. 
- ETANOLO 80% (Vf = 100 ml) 
- ETANOLO 70% (Vf = 100 ml) 
- ETANOLO DEPC (dietilpirocarbonato) 75% (Vf = 100 ml) 
- FENOLO BASICO pH=8 (per DNA) 
- GLUCOSIO 20X = 0,4 M = 0,2 g/ml (Volf = 1 l) 
Preparata la soluzione filtrare con filtro 0,2 µm. Aliquotare e conservare a -20°C. 
- IPTG (isopropil-β-D-tiogalattoside) (Vf = 10 ml) 
    Filtrare con filtro 0,2 µm. Aliquotare e conservare a -20°C. 
- LATTE 4% (w/v) (Vf = 100 ml) 
    Utilizzare latte in polvere granulare istantaneo scremato e diluirlo in 100 ml di PBS 1X. 
- LATTE 2% (w/v) (Vf = 100 ml) 
    Utilizzare latte in polvere granulare istantaneo scremato e diluirlo in 100 ml di PBS 1X  
- LOADING SAMPLE  per gel di proteine(50mM Tris-Cl, 100mM dithiotreitolo, 2% SDS, 0.1% blu di 
bromophenolo, 10% glicerolo) 
- PBS 10X (Volf = 1 l)  
   Sciogliere 96 g/l di Dulbecco's Phosphate Buffered Saline. Portare a Vol con H2O bidistillata. Autoclavare. 
- PBST 0,1X = PBS 1X + TWEEN 0,1% (Volf = 1 l) 
   Aggiungere a 999 ml di PBS 1X 1 ml di Tween 20. 
- PEG-NaCl (Volf = 1 l) - soluzione di precipitazione dei fagmidi 
    Sciogliere 200 g/l (20%) di PEG (polietilenglicole) 8000 + 146 g/l NaCl (Mf = 2,5 M) in 1 l di H2O    
    bidistillata. Filtrare con filtro 0,2 µm. Conservare a 4°C. 
- RUNNING BUFFER (1l. stock solution 5x( 
15.1 g Tris Base, 94 g. glicina, 50ml 10% SDS     
- RUNNING GEL 
H20, 30% acrylamide mix, 1.5 M tris (pH 8.8) 10% SDS 10%, Ammonium persulfate 10% TEMED 
- SDS gel-loading sample:  50mM Tris-Cl, 100mM dithiotreitolo, 2% SDS, 0.1% blu di bromophenolo, 10% 
glicerolo 
- SOB pH=7 (Volf = 1 l) 
    Sciogliere 20 g/l di Bacto-trypton (peptone) + 5 g/l Bacto-yeast extract + 0,5 g/l NaCl + KCl Mf = 2,5 mM     
    in 1 l di H2O mQ. Autoclavare. Raffreddare e aggiungere MgCl2 Mf = 10 mM + MgSO4 Mf = 10 mM.  
    Conservare a 4°C. 
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- SOC (Volf = 1 l) 
   Mescolare 950 ml di SOB e 50 ml di glucosio 20X (Mf = 1X). Aliquotare e conservare a -20°C. 
- SODIOACETATO 0,2 M pH=7 (Volf = 1 l) 
    Sciogliere 246,1 g/l di NaAc in 1 l di H2O bidistillata. Regolare il pH con acido acetico diluito 1:1 in H2O    
    bidistillata. 
- SODIOACETATO 3 M pH=5 (Volf = 1 l) 
- SOLUZIONE A  
20mM Tris pH 8; 500mM NaCl 
- SOLUZIONE DI ELUIZIONE  
soluzione A + 10mM maltosio 
- STACKING GEL  
H2O, 30% acrylamide mix, 1.5 M tris (6.8) 10% SDS 10% ammonium persulfate Temed) 
- TAE 50X pH=8,3 (Volf = 1 l) - tampone per elettroforesi su gel di agarosio 
    Tris (Mf = 0,04 M), 57,1 ml/l di acido Acetico glaciale, EDTA (Mf = 2 mM pH=8,3) in 1 l di H2O bidistillata. 
- TBE 10X ICI pH=8,8 (Volf = 1 l) - tampone per elettroforesi su gel di agarosio 
    Tris (Mf = 1,34 M), Acido Borico (Mf = 0,749 M), EDTA (Mf = 0,0255 M) in 1 l di H2O bidistillata. 
- TAMPONE DI LISI (20 mM Tris pH=8, 500 mM NaCl, 5 mM imidazolo, 0,1% Triton X 100). 
- TAMPONE DI LAVAGGIO della resina (20 mM Tris pH=8, 500 mM NaCl, 5 mM imidazolo) 
- TAMPONE DI ELUIZIONE (20 mM Tris pH=8, 500 mM NaCl, 300 mM imidazolo) 
- TERRENO LIQUIDO PER COLTURA (LB) (Volf = 1 l) 
   Aggiungere se necessario glucosio 20X (Mf = 1X) e antibiotico. 
- TERRENO SOLIDO PER PIASTRE (LB agar) (Volf = 1 l) 
   Aggiungere se necessario glucosio 20X (Mf = 1X) e antibiotico. 
- TSS sterile per preparazione cellule competenti 




AMPICILLINA  (soluzione madre concentrata 102 mg/ml)  
Concentrazione d’uso 0.1mg/ml 
KANAMICINA  (soluzione madre concentrata 25 mg/ml)  
Concentrazione d’uso 0.025 mg/ml 
. 
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Ceppi batterici e vettori 
 
CEPPO BATTERICO - DH5αF': F’/endA1 hsdR17 (rK-mK+) supE44 thi1 recA1 gyrA 
(Nalr) relA1 ∆ (lacZYA-argF) U169 deoR (F80dlac∆(lacZ)M15). 
FAGO HELPER: M13 K07 
VETTORI:  
 












 Fig 7: Mappa del vettore pDAN c5.22 con un scFV clonato all’interno 
 
- pMal (Fig.8) 
 
Fig 8: Mappa del vettore pMal  il gene clonato viene inserito a valle del gene malE di E.Coli che codifica per una proteina legante il 
maltosio (MBP) ottenendo così un complesso di fusione proteina-MBP 
 






Il gene che codifica per la tTG umana (Fig.9) si trova sul cromosoma 20q12. E’ formato da 13 
esoni e 12 introni. La proteina è costituita da 687 aa con un peso molecolare (PM) di 75 kDa. 
E’ composta da 4 domini: N1 (1-139 aa) - CORE (140-454 aa) – loop - C1 (479-585 aa) - C2 
(586-687 aa). Il sito catalitico e i siti di legame per il calcio si trovano nel core.  















La miosina è costituita da due regioni principali: la testa e la coda. Si aggrega in forma 
filamentosa grazie alle code mentre interagisce con l'actina e con l'ATP attraverso la regione 
della testa. Esistono molteplici forme di miosina a secoda del tipo di tessuto in cui è presente. 
Il peso molecolare è di ~480 kDa. 
Abbiamo fatto un'analisi bioinformatica per capire i livelli di omologia tra la miosina umana 
cardiaca (che è l'antigene di nostro interesse) e due miosine disponibili in commercio. 
Per far ciò abbiamo utilizzando un servizio fornito dal National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) a cui si può accedere via web al sito 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. 
Blast (Basic Local Alignment Search Tool) è un algoritmo che permette, grazie ad un 
allineamento, di identificare, data la sequenza aminoacidica, una proteina o di trovare similarità 
tra la proteina richiesta e altre proteine raccolte in un database o tra più proteine di cui si 
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conosce la sequenza. Effettuata l'analisi, l'algoritmo fornisce come risultato alcuni dati statistici 
quali: 
- Score: è il punteggio totale che viene dato all'allineamento e accorpa tutte le altre statistiche; 
- Identities : é il numero di residui o la frazione di essi in percentuale che sono identici tra le 
due sequenze nell'allineamento 
- Positives: é il numero di residui o la frazione di essi in percentuale per cui il punteggio 
dell'allineamento ha valori positivi 
- Gaps: sono gli spazi introdotti per ottimizzare l’allineamento 
I risultati ottenuti dai nostri allineamenti sono  stati i seguenti: 
 
Blast tra miosina cardiaca di maiale e miosina cardiaca umana 
Score = 3279  
Identities = 1890/1935 (97%),  
Positives = 1916/1935 (99%),  
Gaps = 0/1935 (0%) 
 
Blast tra miosina di muscolo scheletrico di coniglio e miosina di muscolo scheletrico umana 
Score = 3166  
Identities = 1855/1939 (95%),  
Positives = 1894/1939 (97%),  
Gaps = 1/1939 (0%) 
 
Blast tra miosina cardiaca di maiale e miosina muscolare di coniglio (le due miosine SIGMA 
utilizzate nella selezione) 
Score = 2743 bits (7110),   
Identities = 1577/1935 (81%),  
Positives = 1760/1935 (90%),  
Gaps = 2/1935 (0%) 
 
Blast tra miosina muscolare di coniglio e miosina cardiaca di uomo 
Score = 3187  
Identities = 1570/1935 (81%) 
Positives = 1754/1935 (90%) 
Gaps = 2/1935 (0%) 
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Da questi risultati si evince che la miosina è una proteina altamente conservata nelle specie se 
si considera la miosina presente su un determinato tipo di tessuto. L’omologia invece tra la 
miosina espressa a livello cardiaco nel muscolo liscio e quella presente nel muscolo scheletrico 




Il recettori β1-adrenergico, come molti altri recettori di superficie, è una G protein con 7 
domini transmembrana.  
Il secondo dominio extracellulare del recettore β1-adrenergico è quello coinvolto nel legame 

















L'albumina sierica bovina è la principale proteina presente nel plasma del bovino. Ha il 
compito di regolare la pressione osmotica colloidale dell'H2O. Quella che abbiamo utilizzato 








I campioni bioptici utilizzati in questo studio per la costruzione delle librerie sono stati raccolti 
presso il Day-Hospital di gastroenterologia dell'ospedale Burlo Garofolo di Trieste.  
Dalle biopsie intestinali è stato estratto l'mRNA. La qualità dell'RNA è stata controllata con 
una corsa elettroforetica su gel d’agarosio all’1% in tampone TBE 1X. Sono visibili (Fig.9) le 
due bande corrispondenti alle subunità 18s e 28s. L’RNA è stato ritenuto in quantità e qualità 













Fig.9: RNA di Paz1 e Paz2 caricato su gel di agarosio all’1% in TBE 1X per valutarne la qualità; per il caricamento il campione 
è stato addizionato con 5x RNA loading buffer. MW: 1 Kb ladder (Invitrogen). 
 
L’RNA è stato trattato con DNasi, anche se apparentemente il DNA non era visibile nel gel di 
agarosio, per migliorare la specificità della retrotrascrizione. L’RNA è stato quindi 
retrotrascritto in cDNA a singolo filamento utilizzando una DNA polimerasi RNA 
dipendente: M-MLV Trascrittasi Inversa ingegnerizzata con una ridotta attività RNasi H ed una 
buona stabilità termica. Il cDNA così ottenuto funge da stampo per clonare il repertorio 





















Fig. 10: schema delle amplificazioni necessarie per la costruzione del scFv. 
 
Gli anticorpi clonati contengono solo la parte variabile delle catene leggere e pesanti collegate 
da uno spaziatore e vengono indicati con la sigla scFv (single chain Fragment variable). Il loro 
assemblaggio viene completato con 3 successive amplificazioni: inizialmente le catene leggere 
e pesanti vengono amplificate separatamente; successivamente a ciascuna viene aggiunto il 
linker; ed infine le due catene vengono unite sfruttando la complementarietà dei linker ed 
amplificate con una coppia di primer esterni, aggiunti dopo alcuni cicli. Il costrutto che ne 
risulta è chiamato assembling e, dopo digestione con gli enzimi NheI e BsshII, viene clonato nel 
vettore pDAN5 anch'esso tagliato con i medesimi enzimi. Per la costruzione delle librerie 
totali anticorpali di classe IgA nell’amplificazione sono stati utilizzati i primer per le varie 
famiglie VH e la classe IgA e per i due tipi di catene leggere Vk e Vλ i primer descritti nei 






















Fig. 11: amplificazione delle varie famiglie di catene VH e VL di Paz.1, sopra ogni lane è indicato il nome del primer utilizzato 
per le amplificazioni. Peso molecolare utilizzato: 100 bp. 
 
Gli amplificati sono stati riuniti in tre mix comprendenti rispettivamente tutte le famiglie 









Fig.12: confronto fra la mix delle catene VH, Vk e Vλ di Paz2 e l’amplificato con il linker. MW: 100 bp. 
 
Nelle librerie totali le catene pesanti vengono assortite indipendentemente con le catene 
leggere, aumentando notevolmente la variabillità della libreria. Questa operazione si attua 
attraverso l’assembling, e porta alla formazione di un frammento di circa 900 bp (Fig. 13). 
 

































I frammenti VH+Vk e VH+Vλ sono stati ligati separatamente in pDAN5, nei siti NheI/BsshII 
e il vettore così trasformato è stato elettroporato in E. coli DH5αF’, portando alla formazione 
di due librerie per ogni campione. Le due librerie di ciascun campione sono poi state riunite. 
Le dimensioni delle librerie anticorpali totali sono riportate nella tabella sottostante (Tab.3). 
 
Libreria 
Dimensioni libreria  
 
Paz1 1.2 x 106 
Paz2 3.3 x 106 
Celiaco 2 x 106 
Ctrl neg. 6 x 106 
 
        Tab. 3: dimensioni delle librerie anticorpali totali. 
 
La diversità anticorpale è stata valutata attraverso il fingerprinting delle catene VH e VL 
separatamente. Sono stati amplificati alcuni cloni, scelti casualmente, per ciascuna libreria e 
sono state digerite con BstnI un enzima di restrizione che taglia con alta frequenza e le 
digestioni sono state confrontate fra loro e con le catene VH e VL originariamente presenti 
in pDAN5 per escludere la presenza del vettore richiuso. Nessun amplificato conteneva le 
catene originali del vettore e la diversità anticorpale all’interno di ciascuna libreria è 








Fig.14:Digestione con BstnI delle catene VH e VL di Paz2. MW: 100 bp. 
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SELEZIONI DI LIBRERIE ANTICORPALI TOTALI 
 
Le librerie totali contengono potenzialmente tutti gli anticorpi prodotti da un individuo, 
quindi, il numero di antigeni su cui condurre le selezioni è praticamente illimitato. In questo 
studio sono state, però, selezionate per valutare la presenza di anticorpi caratteristici della 
celiachia, quali anti-htTG, o anticorpi diretti contro possibili autoantigeni cuore specifici, come 
la miosina. Le due librerie dei soggetti con celiachia e cardiomiopatia dilatativa sono inoltre 
state selezionate sulla BSA come antigene negativo di controllo. Le selezioni sono state 
effettuate prendendo una mix delle librerie VH+Vk e VH+Vλ per ciascun campione. 
Il procedimento utilizzato per la selezione è descritto nei materiali e metodi. Importante al fine 
di garantire una buona rappresentatività anticorpale è partire da una adeguata quantità di 
coltura iniziale delle librerie e procedere con una doppia PEG-precipitazione dei fagi. Dopo 
ciascun out-put è stato eseguito un fingerprinting sull’intero anticorpo per controllare che 
venisse mantenuta la diversità anticorpale nei vari passaggi. La conferma della positività dei 
cloni è stata eseguita con un saggio Phage ELISA. Tutti i cloni risultati positivi sono stati poi 
ricontrollati con lo stesso test e poi analizzati in fingerprinting per valutare in modo 
immediato se si trattava di anticorpi diversi o dello stesso anticorpo sovraespresso. 
Successivamente alcuni di questi sono stati sequenziati. 
 
Selezione su htTG 
 
Il phage Elisa su alcuni dei cloni ottenuti dopo due cicli di selezione delle librerie sull’antigene 
tTg ha dato i risultati riportati nei grafici sottostanti (Fig.15).Inoltre la diversità dei cloni 
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Phage Elisa Paz.2 su tTG
 
 Fig.15: Risultati del saggio Phage ELISA sulle librerie totali dei due soggetti con cardiomiopatia e celiachia. Selezionate su htTg. 









Cloni tTG positivi  
in Phage ELISA 
Cloni 
diversi 
Paz.1 11/90 7/11 
Paz.2 39/90 39/39 
Celiaco 23/45 15/23 
Controllo - 0/45 ----- 
 




Selezione su miosina di muscolo scheletrico di coniglio. 
 
Sono stati eseguiti i test Elisa sui cloni ottenuti dopo due cicli di selezione sulla miosina di 
muscolo scheletrico di coniglio delle librerie dei due soggetti cardiomiopatici e celiaci e 
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Phage Elisa Ctrl negativo su miosina di coniglio
 
Fig.16: Risultati phage ELISA sulla miosina di coniglio dopo la selezione delle librerie totali del Paz.1 del Paz.2 e del controllo 
negativo. 
 
Dopo il Phage Elisa e dopo la digestione dei cloni positivi con l’enzima di restrizione BSTnI e 
il sequenziamento di alcuni di essi ho ottenuto i risultati riportati in tabella (Tab.5). La libreria 
del soggetto celiaco non è stato selezionato sulla miosina del muscolo scheletrico del coniglio. 
Si è infatti preferito valutare su questo antigene solamente i due soggetti con cardiomiopatia e 







coniglio positivi  
in Phage ELISA 
Cloni 
diversi 
Paz.1 30/90 7/30 
Paz.2 28/90 4/28 
Celiaco ------- ------ 
Controllo - 7/90 5/7 
 
Tab.5: risultati del saggio phage ELISA sulle librerie totali e delle digestioni con BstnI e dei sequenziamenti dei cloni selezionati su 
miosina di muscolo scheletrico di coniglio. 
 
Selezione su miosina cardiaca di maiale. 
 
 
Dopo due cicli di selezione di ciascuna libreria sulla miosina porcina cardiaca, 90 cloni casuali 
ottenuti sono stati analizzati per valutare in phage elisa la loro capacità di riconoscimento 
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Phage Elisa ctrl- su miosina porcina
 
 
Fig.16: Risultatidel  phage ELISA sulla miosina porcina dopo la selezione delle librerie totali del Paz.1 del Paz.2, del soggetto 
celiaco e del controllo negativo. 
 
 
Dal phage Elisa, dal fingerprinting dei cloni risultati positivi e dal sequenziamento di 







porcina positivi  
in Phage ELISA 
Cloni 
diversi 
Paz.1 35/90 10/35 
Paz.2 20/90 12/20 
Celiaco 5/90 3/5 
Controllo - 31/90 9/31 
 
Tab.5: Risultati del saggio phage ELISA sulle librerie totali e delle digestioni con BstnI dei cloni selezionati su miosina porcina. 
 
 
Selezione su BSA 
 
Sulla BSA sono state selezionate le due librerie dei soggetti con cardiomiopatia  dilatativa e 
celiachia e quella ottenuta dal soggetto di controllo. Lo scopo era quello di controllare che la 
capacità di isolare scFV contro la miosina non fosse semplicemente riconducibile allo stato 
infiammatorio mucosale. 






Alcuni scFv, sono stati sequenziali e sono stati analizzati con “V BASE” Sequence Directory, 
Tomlison et al., MRC Centre for Protein Engineering, Cambridge, UK: 
 http://www.mrc-cpe.cam.ac.uk/DNAPLOT.php?menu=901. 
 




Nome Clone VH Family V-gene CDR Lunghezza 
CDR
FrammentoJ VL family V gene CDR Lunghezza 
CDR
Frammento J
Paz1tTG_1 VH3 DP-47/V3-23 KDIVGAIGYYYGMDV 15 JH6b VL2 2a2.272A12/DPL11 SSYTTSGTVV 10  JL2/JL3a 
Paz1tTG_2 VH4 DP-71/3d197d RPLTISKGDAFDL 13 JH3a VL2 lv2018 ISYAGSSSWV 10 JL3b 
Paz1tTG_3 VH5 VHVCW/COS-24 RHSDSYGSYYFDH 13 JH4b VL1 1e.10.2/DPL8 TWDASLGAWV 10 JL3b 
Paz1tTG_4 VH4 4 30 RAIIFGVAIDAFDI 14 JH3b VKI DPK9/O12. QQSYSTPHT 9 JK2
Paz1tTG_5 VH3 DP-47/V3-23. not found not found not found VKI DPK5/Vb QQANSFPLT 9 JK4
Paz1tTG_6 VH3 DP-49/1.9III KAKAVEYYDSSAYYYGDYFDY 21 JH4b VKIII DPK22/A27 QQYGSSPLT 9 JK4
Paz1tTG_7 VH3 V3-48/hv3d1 REATHGMDV 9 JH6b VL1 1g.400B5/DPL3 SAWDDSLSVRV 11 JL7
 
 
I cloni del paz1 selezionato sulla htTg appartengono per la maggior parte alla famiglia VH3 
(4/7 sequenziati) mentre le VL utilizzano diversi geni: troviamo infatti famiglie VL2 e VL1 ma 




Nome VH family V-gene CDR Lunghezza 
CDR
Segmento J VL family V-gene CDR Lunghezza 
CDR
Segmento J
Paz2tTG_1 VH1 hv1263/3M28 RDYDSSGWGAFDI 13 JH3b VL1 1c.10.2/DPL2 AAWDANLSGWV 11 JL3b 
Paz2tTG_2 VH3 COS-6/DA-8 RVNENDYYYLGY 12 JH4b VL1 1g.400B5/DPL3 SAWDDSLSVRV 11 JL7 
Paz2tTG_3 VH1 DP-7/21-2 RDTRVDSNWFDP 12 JH5b VL1 1c.10.2/DPL2 AAWHDSLSGYV 11 JL1 
Paz2tTG_4 VH1 DP-14/V1-18 RDYSYPSASGDF 12 JH4b VL2 2a2.272A12/DPL11 SSYTTSSTLSYV 12 JL1 
Paz2tTG_5 VH3 DP-47/V3-23 KASTTNYYYYALDV 14  JH6b VL3 V2-14 QAWDSRNLV 9 JL2/JL3a 
Paz2tTG_6 VH6  DP-74/VH-VI... RGWTNFDY 8 JH4b VL3 3r.9C5/DPL23 QAWDSNT 7 JL1 
Paz2tTG_7 VH4 DP-67/VH4-4B+ not found not found VL2 2a2.272A12/DPL11 not found not found
Paz2tTG_8 VH3  b25  REPQYDRESRIDY 13 JH4b VL2 DPL10/V1-7.. SYTGRRTFYV 10 JL1 
Paz2tTG_9 VH2 VII-5+ HRRHPQFGTTFDF 13 JH4b VL6 6a.366F5/V1-22 QSYDSSSYV 9 JL1 
Paz2tTG_10 VH4 DP-63/VH4.21 RRIGVPKFIFYFDY 13 JH4b VL1 1c.10.2/DPL2... AAWDDSLSGVV 11 JL2/JL3a 
Paz2tTG_11 VH1 2M27/11M27 LAWGVAFGMDV 11 JH3a VL1 V1-17+ ATWDDSLSGMV 11 JL2/JL3a  
Paz2tTG_12 VH4 DP-71/3d197d. not found not found VL1 1g.400B5/DPL3 VAWDDSLSGYV 11 JL1 
Paz2tTG_13 VH6 DP-74/VH-VI... RDAIPESGKFSIYDY 15 JH4b VKII DPK15/A19.. MQGLQTPRA 9 JKI
Paz2tTG_14 VH3 p1 RGGRGYSTSMMVAGYYYGMDV 21 JH6A VL1 family 1c.10.2/DPL2 ATWDDSLKAVV 11 JL2/JL3a 
Paz2tTG_15 VH1 DP-75/VI-2 RTRAVYSDLVNLAMDV 16  JH6b   VL10  10a.872F9+          SAWDSGLRVWV 11 JL3b 
Paz2tTG_16 VH4 DP-63/VH4.21... RGEVDARNRN 10  JH3b VL6 6a.366F5/V1-22.. QSFDSNNDWV 10 JL3b 
Paz2tTG_17 VH1 DP-88/hv1051K RDSYGYSYFYAMDV 14 JH6b VL2 2a2.272A12/DPL11 SSYTTTNTYV 10 JL1 
Paz2tTG_18 VH5 DP-73/V5-51 RLQGTRAPMGLGWFDP 16 JH5b VKIII  DPK22/A27... QQYGTSPPLS 10 JK4
Paz2tTG_19 VH2 S12-14 RRHPQFGTTFDF 12 JH4b VL2 2a2.272A12/DPL11 SSYTTSRNLV 10 JL1 
Paz2tTG_20 VH3 HHG4 RDLGPSSGWYKWDS 14 JH4b VL1 family 1e.10.2/DPL8 QSYDSRFRGPYV 12 JL1
 
 
Nei cloni del Paz.2 per quanto riguarda le VH troviamo le famiglie VH1,VH2, VH3, VH4, 
VH5 e VH6 tuttavia sono prevalenti i cloni con gene V appartenenti alle famiglie VH e VH3. 






Nome Clone VH 
family
V-gene CDR Lunghezza 
CDR 




VH5 DP-73/V5-51… PYYYDSTGPFDY 12 JH4b VK1 subgroup HK102/V1+ QHYNRYSPGYT 11
JK2
CeltTG_2 VH3 DP-33/V3-43+ DYGDYDYYMHV 11 Not found VKIII subgroup DPK22/A27 QQYVGSPWT 9 JK1
CeltTG_3
VH5 DP-73/V5-51… PYYYDSTGPFDY 12 Not found VK1 subgroup HK102/V1+ QHYNRYSPGYT 11
JK2
CeltTG_4 VH1 DP-10/hv1051… RVAAPGHFYYFDY 13 JH4b VK1 subgroup DPK9/012…+ QQTYSLPRT 9 JK1
CeltTG_5 VH1 DP-10/hv1051… RVAAPGHFYYFDY 13 JH4b VK1 subgroup DPK9/012…+ QQTYSLPRT 9 JK1
CeltTG_6 VH1 DP-10/hv1051… RVAAPGHFYYFDY 13 JH4b VK1 subgroup DPK9/012…+ QQTYSLPRT 9 JK1
CeltTG_7 VH1 DP-75/VI-2…+ RFKFGNYNYGMDV 13 JH6b VK1 subgroup DPK9/012…+ QQSYTIPRT 9 JK1
CeltTG_8 VH3 DP-33/V3-43+ DYGDYDYYMDV 11 JH6c VK1 subgroup DPK8/Vd+ QQSYSSPPT 9 JK1
CeltTG_9 VH1 DP-10/hv1051… RVAAPGHFYYFDY 13 JH4b VK1 subgroup DPK9/012…+ QQTYSLPRT 9 JK1
CeltTG_10 VH1 2M27/11M27… RVAAPGHFYYFDY 13 JH4 VK1 subgroup DPK9/012…+ QQYNSFPLT 9 JK4
CeltTG_11
VH1 DP-75/VI-2…+ RFKFGNYNYGMDV 13 JH6b VK1 subgroup DPK9/012…+ QQSYSTPRT 9
JK1
CeltTG_12 VH1 2M27/11M27… RVAAAGHFYYFDY 13 JH4b VK1 subgroup DPK9/012…+ QQSYNTLWT 9 JK1
CeltTG_13 VH1 DP-10/hv1051… RVAAPGHFYYFDY 13 JH4b VK1 subgroup DPK9/012…+ QQSYSTLWT 9 JK1
CeltTG_14 VH3 DP-33/V3-43+ DYGDYDYYMDV 11 JH6c VKIII subgroup DPK22/A27 QQYGSSPT 8 Not found




17 JH5b VKIII subgroup DPK22/A27 QQYGSSPQT 9
JK1
CeltTG_17 VH1 2M27/11M27… RVAAPGHFYYFDY 13 Not found VK1 subgroup DPK9/012…+ QQSYSTPRT 9 JK5
CeltTG_18 VH5 DP-73/V5-51… IRSDSSGWYRQAFDI 15 Not found VKIII subgroup DPK23/L25 QQYNNWPLT 9 JK4
CeltTG_19 VH1 2M27/11M27… RVAAPGHFYYFDY 13 Not found VK1 subgroup DPK9/012…+ QQSYSTPRT 9 JK5
CeltTG_20 VH1 2M27/11M27… RVAAPGHFYYFDY 13 JH4b VK1 subgroup DPK9/012…+ QQTYSLPRT 9 JK1
CeltTG_21 VH1 DP-10/hv1051… RVAAPGHFYYFDY 13 JH4b VK1 subgroup DPK9/012…+ QTDLQSSSD 9 JK1
 
 
I cloni isolati dalla libreria del soggetto celiaco dopo selezione su htTG appartengono alle 
famiglie geniche VH1, VH2, VH3, VH5 . Le catene leggere invece sono tutte delle vκ 
appartenenti ai sottogruppi VKI o VKIII. 
 
Cloni isolati dopo la selezione delle librerie sulla miosina di coniglio e positivi al Phage Elisa 
. 
Paziente 1: 
nome clone VH Family clone CDR Lunghezza CDR FrammentoJ VL clone CDR Lunghezza CDR Frammento J
Paz1MR_1 VH3 DP-31/V3-9P KGRYSSGWYDYFEY 14 JH4b VKIII DPK22/A27 QEYGGSPPFT 10 JK4
Paz1MR_2 VH3 DP-31/V3-9P KGRYSSGWYDYFEY 14 JH4b VKIII DPK22/A27 QEYGGSPPFT 10 JK4
Paz1MR_3 VH3 DP-31/V3-9P KGRYSSGWYDYFEY 14 JH4b VKIII DPK22/A27 QEYGGSPPFT 10 JK4
Paz1MR_4 VH1 DP-7/21-2 RVRVEYCGGNSCYDALDI 18 JH3b VKIV DPK24/VkIVKlob HQFFISPPT 9 JK4
Paz1MR_5 VH3 DP-31/V3-9P KGRYSSGWYDYFEY 14 JH4b VKIII DPK22/A27 QEYGGSPPFT 10 JK4
Paz1MR_6 VH3 DP-31/V3-9P KGRYSSGWYDYFEY 14 JH4b VKIII DPK22/A27 QEYGGSPPFT 10 JK4
Paz1MR_7 VH3 DP-31/V3-9P KGRYSSGWYDYFEY 14 JH4b VKIII DPK22/A27 QEYGGSPPFT 10 JK4
Paz1MR_8 VH3 DP-31/V3-9P KGRYSSGWYDYFEY 14 JH4b VKIII DPK22/A27 QEYGGSPPFT 10 JK4
Paz1MR_9 VH3 DP-31/V3-9P KGRYSSGWYDYFEY 14 JH4b VKIII DPK22/A27 QEYGGSPPFT 10 JK4
Paz1MR_10 VH3 DP-29/12-2 RVPLWAERVKTHLDF 15 JH4b VL1 DPL7/VL1.2(IGLV1S2) QSYDSSLSGYHV 12 JL1
Paz1MR_11 VH3 DP-31/V3-9P KGRYSSGWYDYFEY 14 JH4b VKIII DPK22/A27 QEYGGSPPFT 10 JK4
Paz1MR_12 VH3 DP-31/V3-9P KGRYSSGWYDYFEY 14 JH4b VKIII DPK22/A27 QEYGGSPPFT 10 JK4
Paz1MR_13 VH3 DP-54/V3-7 not found -------------------- -------------- VKII DPK15/A19 out of frame JK4
Paz1MR_14 VH3 V3-64/YAC-6 RVPQYYFDSSGSELGWYFDL 20 JH2 VKI HK102/V1 QQFYTYPLT 9 JK4
Paz1MR_15 VH1 DP-7/21-2 RGEGNYGGPYLYFDL 15 JH2 VL1 1b.366F5/DPL5 GTWDSSLTAGV 11 JL2/JL3a
Paz1MR_16 VH3 DP-49/1.9III. KDQHVVAKNWFDP 13 JH5b VK1 DPK9/O12 QPSYRTPPWT JK1
Paz1MR_17 VH3 DP-31/V3-9P KGRYSSGWYDYFEY 14 JH4b VKIII DPK22/A27 QEYGGSPPFT 10 JK4  
 
Da queste sequenze è evidente che un clone risulta essere sovraespresso. Purtroppo questa 
tecnica non ci permette di capire se è un problema di tipo sperimentale oppure è la reale 
rappresentazione di una risposta verosimilmente di carattere oligoclonale. Il clone 
sovraespresso risulta essere della famiglia VH3 famiglia però anche preferita da cloni diversi da 







Nome clone VH Family V-Gene CDR Lunghezza 
CDR
Segmento J VL family V-Gene CDR Lunghezza 
CDR
Segmento J
Paz2MR_1 VH1 DP-10/hv1051 SGWVTNYLEN 10 JH4b VKI DPK4/A20 QKYNRAPFT 9 JK3
Paz2MR_2 VH1 2M27/11M27 SGWVTNYLEN 10 JH4b VL2 2a2.272A12/DPL11 NSYAGSNNYV 10 JL1
Paz2MR_3 VH1 2M27/11M27 SGWVTNYLEN 10 JH4b VKIII DPK22/A27 QQYGSSPRT 9 JK1
Paz2MR_4 VH1 2M27/11M27 SGWVTNYLEN 10 JH4b VKIII DPK22/A27 QQYGSSPRT 9 JK1
Paz2MR_5 VH1 2M27/11M27 SGWVTNYLEN 10 JH4b VKIII DPK22/A27 QQYGSSPRT 9 JK1
Paz2MR_6 VH1 2M27/11M27 SGWVTNYLEN 10 JH4b VKIII DPK22/A27 QQYGSSPRT 9 JK1
 
 
Anche in questo caso troviamo un clone sovraespresso. Anche i cloni non sequenziati al 
finger presentano lo stesso pattern di bande di questo clone VH1, per questo motivo si è 
deciso di non sequenziale tutti i cloni. È importante comunque notare che anche quelli 
diversi appartengono alla famiglia VH1 e che il medesimo gene V (2M27/11M27) si 




Nome clone VH Family V gene CDR Lunghezza 
CDR
FrammentoJ VL VL gene CDR Lunghezza 
CDR
Frammento J
CtrlnMR_1 VH3 DP-47/V3-23  RSLPWDFYFDY 11 JH4b VKI subgroup DPK1/O18...+        QQSDSLPLT 9 JK4
CtrlnMR_2 VH4 VIV-4/4.35+          RAFSGKFYNYFDP 13 Jh5b VKIII subgroup DPK22/A27...+        QQYGDSRFT 9 JK3
CtrlnMR_3 VH5 VH32Sanz+            RLPSLFYGMDV 11 JH6b VKIII subgroup DPK22/A27...+  QQYGTSPTWT 10 JK1
CtrlnMR_4 VH5 VH32Sanz+            RLPSLFYGMDV 11 JH6b VKI subgroup DPK9/O12...+  QQTFSAPTVT 10 JK4
CtrlnMR_5 VH5 VH32Sanz+            RLPSLFYGMDV 10 JH6b VKI subgroup DPK9/O12...+        QQTFSAPTVT 10 JK4
CtrlnMR_6 VH4 VHSP/VH4.22   RHPATTGYYSRFDS 14 JH5a VKIII subgroup DPK22/A27...+        not found
 
 
Dalla libreria del controllo negativo (un soggetto che presumibilmente non ha alcun tipo di 
malattia di carattere autoimmune),  sono stati isolati 6 cloni diretti contro la miosina del 
muscolo scheletrico di coniglio. Due di questi sono uguali mentre uno seppur presenta il 
medesimo gene V, presenta una VL diversa appartenente alla famiglia VKIII e non alla 









Nome clone VH Family V gene CDR Lunghezza 
CDR
Frammento J VL family V gene CDR Lunghezza 
CDR
Frammento J
Paz1MP_1 VH3 DP-31/V3-9P KGRYSSGWYDYFEY 14 JH4b VKIII DPK22/A27 QEYGGSPPFT 10 JK4
Paz1MP_2 VH3 DP-31/V3-9P KGRYSSGWYDYFEY 14 JH4b VKIII DPK22/A27 QEYGGSPPFT 10 JK4
Paz1MP_3 VH3 DP-31/V3-9P KGRYSSGWYDYFEY 14 JH4b VKIII DPK22/A27 QEYGGSPPFT 10 JK4
Paz1MP_4 VH3 DP-31/V3-9P KGRYSSGWYDYFEY 14 JH4b VKIII DPK22/A27 QEYGGSPPFT 10 JK4
Paz1MP_5 VH3 DP-31/V3-9P KGRYSSGWYDYFEY 14 JH4b VKIII DPK22/A27 QEYGGSPPFT 10 JK4
Paz1MP_6 VH3 DP-31/V3-9P KGRYSSGWYEYFEY 14 JH4b VKIII DPK22/A27 QQYGRSPSYS 10 JK2
Paz1MP_7 VH3 COS-6/DA-8 RDRYGVAD 8 JH4b VL3 3r.9C5/DPL23 QAWDSSTAEV 10 JL2/JL3a
Paz1MP_8 VH3 DP-31/V3-9P KGRYSSGWYDYFEY 14 JH4b VKIII DPK22/A27 QQRSNWPPTYT 11 JK2
Paz1MP_9 VH3 DP-31/V3-9P KGRYSSGWYDYFEY 14 JH4b VKIII DPK22/A27 QEYGGSPPFT 10 JK4
Paz1MP_10 VH3 DP-31/V3-9P KGRYSSGWYDYFEY 14 JH4b VKIII DPK22/A27 QEYGGSPPFT 10 JK4
Paz1MP_11 VH3 DP-31/V3-9P KGRYSSGWYDYFEY 14 JH4b VKIII DPK22/A27 QEYGGSPPFT 10 JK4
Paz1MP_12 VH3 DP-31/V3-9P KGRYSSGWYDYFEY 14 JH4b VKIII DPK22/A27 QEYGGSPPFT 10 JK4
Paz1MP_13 VH3 DP-31/V3-9P KGRYSSGWYDYFEY 14 JH4b VKIII DPK22/A27 QEYGGSPPFT 10 JK4
Paz1MP_14 VH3 DP-31/V3-9P KGRYSSGWYDYFEY 14 JH4b VKIII DPK22/A27 QEYGGSPPFT 10 JK4
Paz1MP_15 VH1 4M28 SGFATTLFDS 10 JH4b VKIII DPK22/A27 QQYGSSPWT 9 JK1
Paz1MP_16 VH3 DP-53/hvm148 RGAVVTLKNWFDP 13 JH5b VKIII DPK22/A27 LLFDISPVMYT 11 JK2
Paz1MP_17 VH3 DP-54/V3-7 RDVDHYLLFSDS 12 JH4b VKI DPK9/O12 QRSYSTLGT 9 JK1
Paz1MP_18 VH3 DP-47/V3-23 KDSEVIAGFQGSAFDI 16 JH3b VL2 2a2.272A12/DPL11 TSYTAGHNIVV 11 JL2/JL3a
Paz1MP_19 VH3 DP-38/9-1 TEVCGAVGCSPKHAFDI 17 JH3b VKIII DPK22/A27 HQYGSSPDT 9 JK2
Paz1MP_20 VH5 DP-73/V5-51 RRQGDAWIFDF 11 JH4b VL1 1g.400B5/DPL3 AIWDDSLSV 9 JL6b
 
 
Dalla sequenza di questi cloni è stato evidenziato che 11 cloni sono uguali anche in questo 
caso è difficile capire se è un problema riconducibile alla tecnica oppure è semplicemente 
un clone favorito nell’espressione. Quello che si può notare in questo caso è che delle 




Nome Clone VH Family V gene CDR Lunghezza 
CDR
Frammento J VL family V gene CDR Lunghezza 
CDR
Frammento J
Paz2MP_1 VH1 2M27/11M27 SGWVTNYLEN 10 JH4b VKIII subgroup DPK22/A27 QQYGSSPRT 9 JK1
Paz2MP_2 VH 3 DP-47/V3-23 KDIVGAIGYYYGMDV 15 JH6b VL2 2b2.400B5+ SSYTSDNTLV 10 JL7
Paz2MP_3 VH3 DP-47/V3-23 KDIVGAIGYYYGMDV 15 JH6b VL1 1b.366F5/DPL5 ATWDSSLSAVV 11 JL2/JL3a 
Paz2MP_4 VH3 DP53/hvm148 RSWGSYPHYFDY 12 JH4b VKI  subgroup DPK1/O18 QQYGNLPIT 9 JK3
Paz2MP_5 VH2 S12-14 HTDQMVRESTAYYVMDV 17 JH6b VL6 6a.366F5/V1-22 QSYDSSSYV 9 JL1
Paz2MP_6 VH6 DP74/VH-VI RGAPDYYTMDV 11 JH6b VL1 V1-17 not found
Paz2MP_7 VH1 2M27/11M27 SGWVTNYLEN 10 JH4b VL2 2a2.272A12/DPL11 NSYAGSNNYV 10 JL1
Paz2MP_8 VH5 VHVCW/COS-24 RHSDSYGSYYFDY 13 JH4b VL3 3r.9C5/DPL23 AWDSSNVV 8  JL2/JL3a 
Paz2MP_9 VH 3 p6 RGWTDWYFDL 10 JH2 VL1 1e.10.2/DPL8... QSYDTILNAYV 11 JL1
Paz2MP_10 VH 1 DP-75/VI2 RVTGSSRGAHYGMDV 15 JH6b VL2 2a2.272A12/DPL11 SSYSTSSTLEV 11  JL2/JL3a 
Paz2MP_11 VH 3 DP-47/V3-23 KDIVGAIGYYYGMDV 15 JH6b VL2 2a2.272A12/DPL11 SSYTTSRNLV 10 JL7
Paz2MP_12 VH 1 2M27/11M27 SGWVTNYLEN 10 JH4b VKIII subgroup DPK22/A27 QQYGSSPRT 9 JK1  
 
Anche in questo caso un clone risulta essere sovraespresso (VH 2M27/11M27) al 
fingerprinting quindi non ho sequenziati tutti i cloni con lo stesso pattern di bande ma solo 
quelli presumibilmente diversi. Tra questi sono stati identificati cloni delle famiglie VH1, VH3, 










Nome Clone VH family VH gene CDR Lunghezza 
CDR
Segmento J VL V gene CDR Lunghezza 
CDR
Segmento J
CelMP_1 VH1 2M27/11M27 TSGAGVLWNYGMDV 14 JH6b VKI HK137 QQYNHFPYT 9 JK2
CelMP_2 VH1 DP-14/V1-18 TDALFGDTPIDAFDI 15 JH3b VKIII Vg/38K QQRASWPLT 9 JK4
CelMP_3 VH3 family DP-33/V3-43 RGGYNYISDAFDI 13 JH3b VL3 family V2-17+ QSADSSGYL 9 JL2/JL3a  
 
Nel soggetto celiaco sono stati identificati soltanto 5 cloni miosina specifici di cui tre uguali al 
fingerprinting. 
Sono quindi stati sequenziati i due non uguali e uno dei tre identici. Si è visto che due cloni  





Nome clone VH Family V-Gene CDR Lunghezza 
CDR
Segmento J VL family V-Gene CDR Lunghezza 
CDR
Segmento J
CtrlneMP_1 VH3 DP-47/V3-23...+ KGLSP 5 JH5b VKIV subgroup DPK24/VkIVKlob QQYYSTPKT 9 JK1
CtrlneMP_2 VH1 DP-7/21-2...+ RETYVGATTFDY 12 JH4b VKI DPK5/Vb+ QQDDSFPLT 9 JK4
CtrlneMP_3 VH3 DP-47/V3-23...+ KGLSP 5 JH5b VKIV subgroup DPK24/VkIVKlob QQYYSTPRT 9 JK1
CtrlneMP_4 VH4 family DP-71/3d197d...+ RYDWTPGRFDY 11 JH4b VKIV subgroup. DPK24/VkIVKlob QHYATAPRT 9 JK1
CtrlneMP_5 VH4 family DP-65/3d75d...+ RVQGLTNHYFDS 12 JH4b VKI DPK1/O18... QQYDNLLT 8 JK1
CtrlneMP_6 VH3 VH3-8 DWARAHDY 8 JH4b VKI HK137+ QQYNSYPFT 9 JK3
CtrlneMP_7 VH5 VHVCW/COS-24 RRADGYLEYFDY 12 JH4b VKIII subgroup DPK22/A27... QQFGGSPLYT 10 JK2
CtrlneMP_8 VH3 HHG4        RDWARAHDY 9 JH4b VKI subgroup LFVK431 QQYNSYPFT 9 JK3
CtrlneMP_9 VH1 DP-75/VI-2... RDLTGDELMLFDF 13 JH4b VKIV subgroup. DPK24/VkIVKlob QHYATAPRT 9 JK1
CtrlneMP_10 VH2 VII-5+     RRPDSTIFGVVSTMYFDS 18 JH4b VKI DPK1/O18... QQYDNLLT 8 JK1
 
 
In questo caso abbiamo dei risultati inattesi, su 90 cloni scrinati in phage Elisa sulla 
miosina porcina, 31 sono risultati positivi. Al fingerprinting 23 presentano un medesimo 
pattern di bande. Ho quindi sequenziato quelli diversi tra loro. I cloni appartengono alle 
famiglie VH 1,2,3,4,5  e quindi non  c’è una famiglia favorita mentre le VL sono tutte VK. 
Il risultato inaspettato è l’alto numero di cloni positivi anche se 23 cloni risultano essere 
identici. Questo fatto potrebbe essere riconducibile ad  un errore sperimentale oppure 
potrebbe anche significare che realmente nel soggetto che presumibilmente dovrebbe 
essere un soggetto di controllo negativo a livello intestinale c’è una produzione di anticorpi 






CLONAGGIO DEL II DOMINIO EXTRACELLULARE DEL RECETTORE Β1-
ADRENERGICO 
 
I prodotti di amplificazione del secondo dominio extracellulare del recettore β1-adrenergico 











Figura 17. Amplificazione del secondo dominio extracelluare del recettore β1adrenergico 
 
 
Accanto ai pesi molecolari sono stati caricati 2µl dell’amplificazione del secondo dominio 
extracellulare del recettore β1-adrenergico amplificato con i primer per il successivo clonaggio 
in pMal. Si possono vedere con chiarezza le bande degli amplificati all’altezza di circa 100bp. 
Questo significa non solo che il cDNA che abbiamo ottenuto dalla retrotrascrizione è un 
ottimo stampo per amplificare la nostra sequenza di interesse ma anche che i nostri primer 
sono stati disegnati in modo corretto e si legano alle regioni fiancheggianti il dominio del 
recettore β1-adrenergico e che le condizioni scelte per l’amplificazione (es. la temperatura di 
appaiamento e la concentrazione di MgCl2) sono funzionali.  
I prodotti dell’amplificazione sono stati quindi digeriti con due endonucleasi e dopo la 
digestione sono stati controllati su gel di agarosio (Fig.18).  
 
 
Figura 18. Lane1: pesi molecolari Lane2: inserto per pMal non  digerito. Lane3:inserto per pMal digerito con EcoRI e Hind III 





È tuttavia difficile notare in questo modo l’avvenuta digestione; la variazione di un piccolo 
numero di basi infatti è poco distinguibile in un’elettroforesi su gel di agarosio al 2%.  
Il plasmide purificato con miniprep è stato tagliato anch’esso con le medesime endonucleasi 
utilizzate per digerire l’inserto e successivamente è stato purificato da gel. 
 
 








Figura 9: Vettore  pMal tagliato con endonucleasi specifiche 
 
 
Con un’elettroforesi in gel di agarosio è stata verificata la linearizzazione dei vettori dopo la 
digestione (Fig. 19). Il DNA plasmidico purificato da una coltura batterica, presenta diversi 
livelli di superavvolgimento quindi sul gel di agarosio si vedono moltissime bande ad altezze 
differenti ciascuna corrispondente ad un diverso livello di superavvolgimento. Dopo la 
digestione il plasmide si linearizza e si vede un’unica banda. Nel nostro caso il campione con 
pMal, che è stato digerito in una reazione contemporanea con Eco RI e Hind III, presenta due 
bande, una all’altezza del vettore linearizzato (≈6000bp) e una più bassa corrispondente ad un 
inserto preesistente nel vettore stesso. La presenza della banda realativa all’inserto è 
un’ulteriore prova dell’avvenuta digestione. Dopo essere stato digerito il vettore è stato 















Il vettore e l’inserto purificat sono stati ligati dopo un’accurata quantizzazione. 
Nella ligasi è infatti importantissimo che il vettore e l’inserto siano presenti in un corretto 
rapporto. Il prodotto di ligazione è stato quindi utilizzato per trasformare delle cellule rese 
competenti chimicamente. L’avvenuta trasformazione può essere valutata dalla presenza di 
colonie batteriche su terreno solido contenente l’ampicillina. Solo i batteri trasformati infatti 
possono crescere in terreno contenete l’antibiotico, dato che proprio il vettore conferisce alla 
cellula batterica la resistenza ad esso. Dalle nostre trasformazioni abbiamo ottenuto ≈1*102 
colonie trasformate. Dieci colonie sono state prese in esame per accertarci che contenessero 
effettivamente il vettore con il nostro inserto. A volte le cellule competenti vengono 
trasformate con dei vettori vuoti; questo può accadere quando il vettore non è stato digerito 
perfettamente e durante la ligazione si richiude senza l’inserimento del frammento di interesse. 
Le nostre colonie contenevano tutte il vettore con l’inserto.  
 
Produzione e purificazione del II dominio extracellulare del recettore β1-adrenergico 
 
I saggi di espressione hanno evidenziato che la temperatura più adatta a cui fare 
crescere i batteri dopo l’induzione con l’IPTG è di 30°C e che la proteina di fusione viene 
espressa ad alti livelli già a 2h dall’induzione (Fig. 21). 
 
 
Fig.21: Prove di espressione della proteina di fusione peptide-MBP 
 
Nell’SDS-Page si può vedere che la proteina di fusione inserto-MBP viene espressa già a 2h 
dall’induzione. La proteina di fusione pesa ≈50Kd e la banda più intensa corrisponde proprio 
a tale peso molecolare.La proteina peptide-MBP è stata prodotta in larga scala e 
successivamente purificata per mezzo di una cromatografia di affinità.  



















Fig.22.  SDS-Page della frazioni eluite dalla colonna cromatografica 
 
 
Le frazioni di proteina collezionate nella purificazione e caricate nel gel di poliacrilamide 
contengono tutte, sebbene in diversa concentrazione, la proteina purificata. Si può però notare 
che all’altezza corrispondente alla nostra proteina è presente un doppio bandeggio e che 
inoltre l’intensità delle due bande è pressoché simile. Cio significa che probabilmente 
riusciamo a produrre la nostra proteina ma gran parte di essa subisce un cleavage e quindi 
rimane anche una grande quantità di MBP non legato. Accanto a questa osservazione e alla 
scarsa resa (0,3 mg/ml) di produzione, nonostante i vari tentativi di ottimizzazione, abbiamo 
preferito cercare alternative alla produzione in forma ricombinante. Abbiamo deciso quindi di 
rivolgerci a delle ditte esterne perché ci fornissero il peptide di sintesi. Sfortunatamente ci 
sono stati dei grossi problemi nella sintesi di questo peptide in quanto la sequenza contiene 
due cisteine adiacenti e quindi ciò rende impossibile la sintesi in forma strutturata con un 
ponte disolfuro perché non si riesce a pilotare quale delle due cisterne deve essere coinvolta 
inoltre questa particolarità rende estremamente complicata anche la sintesi lineare in grandi 
quantità. Purtroppo le ditte da noi contattate non sono riuscite a sintetizzare per tempo tale 
peptide e a causa di ciò non è stata possibile la sezione delle librerie su questo antigene che 








La questione se la malattia celiaca sia o meno da considerarsi di natura autoimmune è discussa 
ormai da molti anni senza tuttavia che sia stato possibile giungere ad una soluzione 
definitiva105. Man mano che le conoscenze sulla malattia aumentano, risultano però più 
evidenti gli stretti legami tra celiachia ed autoimmunità.  
Le manifestazioni autoimmuni sono così tipiche della malattia tanto da costituire il principale 
marcatore diagnostico inoltre è frequente nei soggetti celiaci una risposta autoimmune contro 
diversi organi e il rischio di sviluppare malattie autoimmuni diverse è in parte riconducibile 
all’assunzione di glutine43. Questi aspetti hanno suggerito l’idea che i soggetti celiaci possano 
andare incontro alla rottura della tolleranza immune mucosale e possano quindi sviluppare 
un'immunità non solo diretta verso l'antigene esogeno che è la gliadina ma anche verso 
autoantigeni come la transglutaminase ed altri che potrebbero essere coinvolti in seguito alla 
formazione di macrocomplessi con la gliadina e la transglutaminasi33. 
La mucosa intestinale di un soggetto con malattia celiaca può rappresentare per questi motivi 
la sede ideale per monitorare l’insorgenza di processi infiammatori di tipo autoimmune, che 
coinvolgono organi extra-intestinali, il cui rischio di manifestarsi e rendersi clinicamente 
evidenti è direttamente proporzionale all’esposizione al glutine. Un'efficace metodologia per 
studiare la risposta anticorpale è l'utilizzo del phage display. Questa tecnologia permette, 
infatti, di ricreare in vitro il repertorio anticorpale di un soggetto mimando la specificità 
anticorpale dei linfociti utilizzati come materiale di partenza per la creazione delle librerie 
fagiche106. Con questa metodologia i geni V derivati dai soggetti studiati, vengono utilizzati per 
esprimere il repertorio anticorpale dell'individuo sottoforma di single chain (scFv) in fusione 
con la proteina p3 dell'involucro di un fago filamentoso. Ciascun fago presenta un'unica 
specificità anticorpale e selezionando la specificità di legame dei fagi verso un determinato 
antigene si possono ottenere informazioni sul reclutamento dei geni V nella risposta immune 
verso  tale antigene. 
É ormai noto che la risposta anticorpale di classe IgA (anti alfa gliadina, anti reticulina, anti  
endomisio e anti-tTG) associata alla celiachia è più specifica di quella di classe IgG107,108e che 
nella celiachia la risposta diretta contro l'auto antigene tTg  origina nell'epitelio intestinale104. 
Per queste ragioni abbiamo deciso di limitare il nostro studio, sui nostri campioni di mucosa 
intestinale, alla sola classe delle immunoglobuline IgA. 
Le maggiori critiche a questo tipo di approccio sono basate sul fatto che l'appaiamento che 
avviene in vivo tra le VH e le VL  non possa essere riprodotto fedelmente in vitro. Tuttavia 
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varie evidenze suggeriscono che le librerie fagiche anticorpali possono realmente mimare la 
risposta umorale o meglio quella parte di risposta umorale originata dal tessuto utilizzato per la 
costruzione della libreria. La maggior parte della forza di legame e specificità dell'antigene 
verso l'anticorpo è fornita dal dominio VH piuttosto che da quello VL come mostrano alcuni 
studi cristallografici109. Inoltre nelle selezioni di librerie anticorpali fagiche, differenti antigeni 
spesso selezionano geni VH diversi mentre alcuni geni VL vengono ritrovati in scFv che 
legano antigeni diversi110. Anche in altre librerie create da pazienti con tiroidite autoimmune111, 
miastenia grave102, lupus eritamentoso sistemico112, sindrome di Sjogren113 e encefalomielite 
paraneoplastica114 la specificità antigenica degli anticorpi selezionati riflette la specificità della 
reale risposta umorale del paziente.  
In generale, i geni VH utilizzati nella risposta contro la miosina sia porcina che di muscolo 
scheletrico di coniglio sono principalmente ristretti all'utilizzo di due famiglie delle sette 
famiglie disponibili: VH3 e VH1. Tuttavia, non c’è un segmento genico preferito sebbene il 
segmento genico DP47 sia stato isolato in tre delle quattro librerie selezionate. Questo 
specifico coinvolgimento è in linea con quanto finora osservato da altri autori nel campo 
dell’autoimmunità in cui il coinvolgimento della famiglia genica VH3 costituisce la 
regione variabile maggiormente utilizzata nella sintesi di auto-anticorpi organo-specifici. 
Questa decisa prevalenza delle VH3 nel campo di alcune patologie auto-immuni (lupus 
eritematoso sistemico, miastenia gravis) costituisce un dato soprattutto epidemiologico 
mentre manca una spiegazione biologica di tipo funzionale o di semplice ipotesi 
speculativa. L’ingaggio di una famiglia genica potrebbe dipendere sia dall’antigene 
coinvolto sia dalla predisposizione genetica verso la malattia auto-immune come avviene 
per la malattia celiaca in cui  anticorpi anti-transglutaminasi sono sintetizzati sotto il 
controllo prevalente della famiglia genica VH5 in presenza del fattore genetico 
predisponente: l’HLA di classe seconda DQ2/8104. 
Per quanto riguarda le VL invece sono diverse tra le  varie librerie analizzate , sono presenti 
Vk e Vλ appartenenti a quasi tutte le 10 famiglie Vλ e a due (VKI e VKIII) delle 6 famiglie Vk. 
In conclusione i dati ottenuti nel presente lavoro dimostrano che nella mucosa intestinale di 
soggetti con cardiomiopatia dilatativa e celiachia sono presenti B linfociti in grado di 
sintetizzare anticorpi di classe IgA diretti contro uno degli antigeni maggiormente coinvolti 
nella patogensi della cardiomiopatia dilatativa: la miosina. Inoltre il sequenziamento della 
maggior parte dei cloni isolati ha permesso di riconoscere nelle famiglie geniche VH1 e 
VH3 le principali regione variabili coinvolte nelle sintesi degli IgA anti-miosina. 
L’isolamento a livello intestinale di auto-anticorpi contro la miosina nei nostri soggetti celiaci e 
cardiomiopatici permette di dare concretezza sperimentale all’ipotesi secondo cui 
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l’autoimmunità organo-specifica (es. auto-anticorpi contro il pancreas “anti-IA2, anti-GAD”, il 
cervelletto “anti-cellule di Purkinje”, la tiroide “anti-tireoperossidasi”) si genera a livello della 
mucosa intestinale. Purtroppo nulla si può dire sulla dipendenza di questi anticorpi 
dall’assunzione del glutine poiché non è stato possibile avere a disposizione le biopsie 
intestinali degli stessi due soggetti dopo un anno di dieta senza glutine in quanto stiamo 
aspettando che la loro mucosa intestinale assuma in modo definitivo una normale struttura. 
Tuttavia non appena sarà possibile avere a disposizione tali campioni bioptici sarà possibile 
costruire le due librerie anticorpali IgA e selezionarle sui medesimi antigeni testati. Sarebbe 
auspicabile non isolare affatto o comunque isolare scFV in numero minore. Questo percorso 
sperimentale potrebbe determinare la glutine dipendenza di questi anticorpi diretti contro 
antigeni cuore specifici e potrebbe così spiegare perché alcuni casi di celiachia e cardiomiopatia 
dilatativa hanno avuto e mantenuto un significativo miglioramento dell’attività cardiaca nel 
corso della dieta senza glutine e contemporaneamente giustificare studi di screening per la 
celiachia in soggetti con cardiomiopatia dilatativa per offrire un valido e semplice intervento 
terapeutico alla patologia cardiaca ai nuovi casi di celiachia. Sarebbe inoltre auspicabile poter 
fare degli studi di epitope mapping per evidenziare quali epitopi dell’antigene vengono legati 





1. Auricchio S., Greco L., Troncone R. Gluten-sensitive enteropathy in childhood. Pediatr. 
Clin. North Ame. 1988; 35: 157-87. 
2. George EK., Mearin ML., Van D. et al. Low incidence of childhood celiac disease in The 
Netherlands. Pediatr. Res. 1995; 37: 213-8. 
3. Fasano A, Berti I, Gerarduzzi T et al. Prevalence of celiac disease in at-risk and not-at-risk 
groups in the United States: a large multicenter study. Arch Intern Med. 2003; 163: 286-92. 
4. Maki M, Mustalahti K, Kokkonen J et al. Prevalence of Celiac disease among children in 
Finland. N. Engl. J. Med. 2003; 348: 2517-24. 
5. Tommasini A, Not T, Kiren V et al. Mass screening for coeliac disease using anti-human 
transglutaminase antibody assay. Arch. Dis. Child. 2004; 89: 512-5. 
6. Green PH, Jabri B. Coeliac disease. Lancet. 2003; 362: 383-91.  
7. Greco L, Romino R, Coto I et al. The first large population based twin study of coeliac 
disease. Gut 2002; 50: 624-8. 
8. Lundin KE, Gjertsen HA, Scott H et al. Function of DQ2 and DQ8 as HLA susceptibility 
molecules in celiac disease. Hum.Immunol. 1994; 41: 24-7. 
9. Sollid L., Mrkussen G., Ek J. et al. Evidence for a primary association of celiac disease to a 
particular HLA-DQ-α/β Heterodimer. J.Exp. Med. 1989; 169: 345-350. 
10. Louka, A.S., and Sollid, L.M. HLA in celiac disease: unravelling the complex genetics of a 
complex disorder. Tissue Antigens. 2003; 61: 105–117. 
11. Mazzarella, G.,Maglio M., Paparo F. et al. An immunodominant DQ8 restricted gliadin 
peptide activates small intestinal immune response in in vitro cultured mucosa from HLA-
DQ8 positive but not HLA-DQ8 negative coeliac patients. Gut. 2003; 52: 57–62. 
12. Van de Wal Y, Kooy Y., van Veelen P et al Coeliac disease: it takes to three to tango!. Gut 
2000; 46: 734-737. 
13. Makishima, H., Ito T., Kodama R. et al. Intestinal diffuse large B-cell lymphoma associated 
with celiac disease: a Japanese case. Int. J. Hematol. 2006; 83: 63–65. 
14. Karell, K., Louka AS.,Moodie SJ et al. HLA types in celiac disease patients not carrying the 
DQA1*05-DQB1*02 (DQ2) heterodimer: results from the European Genetics Cluster on 
Celiac Disease. Hum. Immunol. 2003; 64: 469–477. 
15. King A L, Moodie S.J., Fraser J. et al CTLA-4/CD28 gene region is associated with 
genetic susceptibility to coeliac disease in UK families. J Med Genet. 2002; 39: 51-54. 
16. Greco L, Babron M C, Corazza G R et al Existence of a genetic risk factor on 
chromosome 5q in Italian coeliac disease families. Ann Hum Genet .2001; 65: 35-41. 
Bibliografia 
 79
17. Van de Wal Y., Kooy Y.M, van Veelen P, et al. Glutenin is involved in the gluten-driven 
mucosal T cell response. Eur. J. Immunol. 1999; 29: 3133–3139. 
18. Dewar D.H., Amato M., Ellis H.J. et al. The toxicity of high molecular weight glutenin 
subunits of wheat to patients with coeliac disease. Eur. J. Gastroenterol. Hepatol. 2006; 18: 
483–491. 
19. Hausch, F., Shan, L., Santiago, N.A. et al. Intestinal digestive resistance of 
immunodominant gliadin peptides. Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver Physiol. 2002; 283: 
G996–G1003. 
20. Shan L., Molberg O. Parrot I. et al.. Structural basis for gluten intolerance in celiac sprue. 
Science. 2002; 297: 2275–2279. 
21. Anderson R P, Degano P, Godkin A J. et al. In vivo antigen challenge in celiac disease 
identifies a single transglutaminasemodified peptide as the dominant A-gliadin T-cell 
epitope. Nat Med 2000; 6(3): 337-342. 
22.  Qiao S.W., Bergseng E., Molberg O. et al. Antigen presentation to celiac lesion-derived T 
cells of a 33-mer gliadin peptide naturally formed by gastrointestinal digestion. J. Immunol. 
2004 ; 173: 1757–1762. 
23. Schuppan D. Current concepts of celiac disease pathogenesis. Gastroenterology. 2000; 
119: 234-242. 
24. Seah PP, Fry L, Rossiter MA, Hoffbrand AV. et al. Anti-reticulin antibodies in childhood 
coeliac disease. Lancet 1971; 2: 681-2. 
25. Seah PP, Fry L, Holborow EJ et al. Antireticulin antibody: incidence and diagnostic 
significance. Gut 1973; 14: 311-5. 
26. Maki M. Coeliac disease and autoimmunity due to unmasking of cryptic epitopes? Lancet 
1996; 348: 1046-7. 
27. McMillan SA, Haughton DJ, Biggart JD et al. Predictive value for coeliac disease of 
antibodies to gliadin, endomysium, and jejunum in patients attending for jejunal biopsy. 
BMJ. 1991; 303: 1163-5. 
28. Lerner A, Kumar V, Iancu TC. Immunological diagnosis of childhood coeliac disease: 
comparison between antigliadin, antireticulin and antiendomysial antibodies. 
Clin.Exp.Immunol. 1994; 95: 78-82. 
29. Dieterich W, Ehnis T, Bauer M et al. Identification of tissue transglutaminase as the 
autoantigen of celiac disease. Nat.Med. 1997; 3:797-801. 
30. Korponay-Szabo IR, Halttunen T, Szalai Z et al. In vivo targeting of intestinal and 
extraintestinal transglutaminasi 2 by celiac autoantibodies. Gut. 2004; 53:641-648.  
Bibliografia 
 80
31. Griffin M, Casadio R, Bergamini C.M. Transglutaminases: nature’s biological glues. 
Biochem. J. 2002; 368: 377-396. 
32. Skovbjerg H, Koch C, Anthonsen D, Sjostrom H. Deamidation and crosslinking of gliadin 
peptides by transglutaminases and the relation to celiac disease. Biochim. Biophys. Acta 
2004; 1690: 220-30 
33. Sollid LM, Molberg O, McAdam S. et al. Autoantibodies in celiac disease: tissue 
transglutaminase--guilt by association? Gut. 1997; 41:851-2. 
34. Sjostrom H., Lundin KE., Molberg O. et al. Identification of a gliadin T-cell epitope in 
coeliac disease: general importance of gliadin deamidation for intestinal T-cell recognition. 
Scand.J.Immunol. 1998; 48: 111-5. 
35. Novak P, Man P, Tuckova L. et al. Monitoring of in vitro deamidation of gliadin peptic 
fragment by mass spectrometry may reflect one of the molecular mechanisms taking place 
in celiac disease development. J.Mass Spectrom. 2002; 37: 507-11. 
36. Qiao SW., Bergseng E., Molberg O., Jung G et al. Refining the rules of gliadin T cell 
epitope binding to the disease-associated DQ2 molecule in celiac disease: importance of 
proline spacing and glutamine deamidation. J.Immunol. 2005; 175: 254-61. 
37. Pender SL., Tickle SP., Docherty AJ.et al. A major role for matrix metalloproteinases in T 
cell injury in the gut. J. Immunol. 1997; 158: 1582-90. 
38. Daum S., Bauer U., Foss HD. et al. Increased expression of mRNA for matrix 
metalloproteinases-1 and -3 and tissue inhibitor of metalloproteinases-1 in intestinal biopsy 
specimens from patients with coeliac disease. Gut. 1999; 44: 17-25. 
39. Cronin CC., Shanahan F. Insulin-dependent diabetes mellitus and celiac disease. Lancet 
1997; 349: 1096-7 
40. Collin P., Salmi J., Hallstrom O. et al. Autoimmune thyroid disorders and coeliac disease. 
Eur.J.Endocrinol. 1994; 130: 137-40. 
41. Berti I, Trevisiol C, Tommasini A et al. Usefulness of screening program for celiac disease 
in autoimmune thyroiditis. Dig.Dis.Sci. 2000; 45: 403-6.  
42. Ventura A, Magazzu G, Greco L. Duration of exposure to gluten and risk for autoimmune 
disorders in patients with celiac disease. SIGEP Study Group for Autoimmune Disorders 
in Celiac Disease. Gastroenterology 1999; 117: 297-303 
43. Ventura A., Neri E., Ughi C. et al. Gluten-dependentdiabetes-related and thyroid-related 
autoantibodies in patients with celiacdisease. J.Pediatr. 2000; 137: 263-5 
44. Centers for Disease Control and Prevention. Changes in mortalità from heart 
failure,United States. J. Am. Med. Assoc. 1998. 280: 874-875 
45. Ecocardiografia clinica. Ed. Springer Milan pagg.145-164 
Bibliografia 
 81
46. Graham R.M and Owens W.A. Pathogenesis of inherited forms of dilated 
cardiomyopathy. N. Eng. J. Med. 1999; 341: 1759-1762. 
47. Seidman J.G. Seidman C. The genetic basis of cardiomyopathy: from mutation 
identification to mechanistic paradigms. Cell. 2001; 104: 557-567. 
48. Fabrizio L., Regan TJ. Alcoholic cardiomyopathy. Cardiovasc drugs Ther. 1994; 8: 89-94. 
49. Fu M. Autoimmunity in idiopathic dilated cardiomyopathy: from patients to molecules and 
back to patients. Int. J. Cardiol. 2006; 112:1. 
50. Magnusson Y., Wallukat G., Waagstein F. et al. Autoimmunity in idiopathic dilated 
cardiomyopathy. Charaterization of antibodies against the β1-adrenoceptor with positive 
chronotropic effect. Circulation 1994; 89: 2760-67 
51. McKenna CJ., Codd MB., McCann HA. Et al. Idiopathic dilated cardiomyopathy: familial 
prevalence and HLA distribution. Heart 1997; 77: 549-52. 
52. Limas C, Limas CJ, Boudoulas H, et al. HLA-DQA1 and -DQB1 gene haplotypes in 
familial cardiomyopathy. Am. J. Cardiol. 1994; 74: 510-2. 
53. Limas C., Limas CJ., Boudoulas H et al. Anti-beta-receptor antibodies in familial 
cardiomyopathy: correlation with HLA-DR and HLA-DQ gene polymorphisms. Am. 
Heart. J 1994; 127: 382-6. 
54. Limas CJ, Limas C, Goldenberg IF. et al. Possible involvement of the HLA-DQB1 gene in 
susceptibility and resistance to human dilated cardiomyopathy. Am. Heart. J. 1995; 129: 
1141-4. 
55. Elliott JF., Liu J., Yuan ZN., et al. Autoimmune cardiomyopathy and heart block develop 
spontaneously in HLA-DQ8 transgenic IAbeta knockout NOD mice. Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA. 2003; 100: 13447-52. 
56. Limas CJ. Autoimmunity in dilated cardiomyopathy and the major histocompatibility 
complex. Int. J. Cardiol. 1996; 54: 113-6.  
57. Caforio AL, Grazzini M, Mann JM. et al. Identification of alpha- and beta-cardiac myosin 
heavy chain isoforms as major autoantigens in dilated cardiomyopathy. Circulation 1992; 
85: 1734-42. 
58. Schultheiss HP, Schwimmbeck P, Bolte HD.et al. The antigenic characteristics and the 
significance of the adenine nucleotide translocator as a major autoantigen to 
antimitochondrial antibodies in dilated cardiomyopathy. Adv Myocardiol 1985; 6: 311-27. 
59. Schulze K, Becker BF., Schauer R. et al. Antibodies to ADP-ATP carrier--an autoantigen 




60. Klein R, Maisch B, Kochsiek K. et al. Demonstration of organ specific antibodies against 
heart mitochondria (anti-M7) in sera from patients with some forms of heart diseases. 
Clin. Exp. Immunol. 1984; 58: 283-92. 
61. Mandi Y, Hogye M, Talha EM. Et al. Cytokine production and antibodies against heat 
shock protein 60 in cardiomyopathies of different origins. Pathobiology 2000; 68: 150-8. 
62. Wallukat G, Wollenberger A, Morwinski R. et al. Anti-beta 1-adrenoceptor autoantibodies 
with chronotropic activity from the serum of patients with dilated cardiomyopathy: 
mapping of epitopes in the first and second extracellular loops. J Mol Cell Cardiol 1995; 
27: 397-406. 
63. Fu LX, Magnusson Y, Bergh CH et al. Localization of a functional autoimmune epitope 
on the muscarinic acetylcholine receptor-2 in patients with idiopathic dilated 
cardiomyopathy. J. Clin. Invest. 1993; 91:1964-8. 
64. Rose NR., Bona C. Defining criteria for autoimmune diseases (Witebsky's postulates 
revisited). Immunol. Today 1993; 14:426-30. 
65. Neu N., Rose NR. et al. Cardiac myosin induces myocarditis in genetically predisposed 
mice. J. Immunol. 1987; 139: 3630-3636. 
66. Smith SC Allen PM. Myosin-induced myocarditis in T-cell mediated dideasese. J. Immunol 
1991; 147: 2141-2147. 
67. Fu MLX. Anti-M2 muscarinic receptor autoantibodies and idiopathic dilated 
cardiomyopathy. Int J Cardiol 1996; 54: 127-135. 
68. Limas CJ., Goldenberg IF., Limas C. Autoantibodies against β-adrenoceptors in human 
dilated cardiomyopathy. Circ. Res. 1989; 64: 97-103. 
69. Magnusson Y, Wallukat G, Waagstein F. et al. Autoimmunity in idiopathic dilated 
cardiomyopathy. Charaterization of antibodies against the β1-adrenoceptor with positive 
chronotropic effect. Circulation 1994; 89: 2760-67. 
70. Curione M, Barbato M, Viola F. et al. Idiopathic dilated cardiomyopathy associated with 
coeliac disease: the effect of a gluten-free diet on cardiac performance. Dig Liver Dis. 
2002; 34: 866-869. 
71. Prati D., Bardella MT., Peracchi M. Antiendomysial antibodies in patients with end-stage 
heart failure [letter]. Am. J. Gastroenterol. 2002; 97: 218-219. 
72. Makhdoom ZA., Randall NW. Dilated cardiomyopathy due to anticardiolipin syndrome in 
association with celiac sprue. J Clin Gastroenterol 2000; 3 I :9 1-2. 
73. Frustaci A., Cuoco L., Chimenti C., et al. Celiac disease associated with autoimmune 
myocarditis. Circulation. 2002; 105: 2611-2618. 
Bibliografia 
 83
74. Hall EJ., Batt RM. Abnormal permeability precedes the development of a gluten sensitive 
enteropathy in Irish setter dogs. Gut. 1991; 32: 749-753. 
75. Van Elburg RM., Uil JJ., Mulder CJJ. Et al. Intestinal permeability in patients with celiac 
disease and relatives of patients with celiac disease. Gut 1993; 34:354-357. 
76. Chimenti C., Pieroni M., Maseri A. et al. Dilated cardiomyopathy and celiac disease [reply]. 
Ital. Heart. J. 2002; 3:385. 
77. Not T., Faleschini E., Tommasini A., et al. Celiac disease in patients with sporadic and 
inherited cardiomyopathies and in their relatives. Eur. Heart. J. 2003; 24:1455-1461. 
78. Weiner HL, Friedman A, Miller A et al. Oral tolerance: immunologic mechanisms and 
treatment of animal and human organ-specific autoimmune diseases by oral administration 
of autoantigens. Annu.Rev.Immunol. 1994; 12: 809-37. 
79. Weiner HL. Oral tolerance: immune mechanisms and treatment of autoimmune diseases. 
Immunol.Today. 1997; 18: 335-43. 
80. Wells HG, Osborne TB. The biological reactions of the vegetable proteins. J. Infect. Dis. 
1911;  8:  66-124 
81. Trobel S, Mowat A. Immune responses to dietary antigens: oral tolerance. Immunol. 
Today. 1998; 4:.713-717 
82. Sblattero D., Florian F. et al. One-step cloning of anti tissue transglutaminase scFV from 
subjects with celiac disease. J. of Autoimm. 2004; 22: 65-72 
83. Paronen J., Klemetti P. et al. Glutamate decarboxylase-reactive peripheral blood 
lymphocytes from patients with Type I diabetes express gut-specific homing receptor 
α4β7-integrin. Diabetes. 1997; 46:  583-588 
84. Kadioglu A. and P. Sheldo. Adhesion Of Rheumatoid Lymphocytes To Mucosal 
Endothelium: The Gut Revisited. British Journal Of Rheumatology. 1996; 35: 218-225 
85. Smith GP. Filamentous fusion phage: novel expression vectors thatdisplay cloned antigens 
on the virion surface. Science 1985; 228: 1315-7. 
86. Cesareni G. Peptide display on filamentous phage capsids. A new powerful tool to study 
protein-ligand interaction. FEBS Lett 1992; 307: 66-70. 
87. Fuchs P., Breitling F. et al. Targeting recombinant antibodies to the surfaces of Esterichia 
Coli: fusion to a peptidoglicon associated lipoprotein. Biotechnology .1991; 9: 1369-72. 
88. Boder ET., Wittrup KD. et al. Yeast surface display for screening combinatorial 
polypeptide libraries. Nat. Biotech. 1997; 15: 553-7. 
89. Russel M. Filamentous phage assembly. Mol. Microbiol. 1991; 5: 1607-13. 
90. Dente L, Cesareni G, Micheli G, et al. Monoclonal antibodies that recognize filamentous 
phage: tools for phage display technology. Gene. 1994; 148:7-13. 
Bibliografia 
 84
91. McCaffery J., Griffiths A.D: et al. Phage antibodies: filamentous phage displaying antibody 
variable domains. Nature 1990 ; 348 : 552-4. 
92. Kuby Immunology .Chapter 4 Immunoglobulins: Structure and Function. Pagg. 83-102. 
93. Marks J.D., Griffiths A.D., Malmqvist M. et al. By-passingimmunization: building high 
affinity human antibodies by chain shuffling. Biotechnology. 1992; 10(7): 779-783. 
94. Mead DA, Kempre B. Chimeric single-strand DNA phage-plasmid cloning vectors. 
Biotechnology. 1988; 10: 85-102. 
95. Nissim A., Hoogenboom HR., Tomlinson IM., et al. Antibody fragments from a ’single 
pot’ phage display library as immunochemical reagents. EMBO 1994; 13: 692-8. 
96. Clackson T., Hoogenboom HR., Griffiths AD. et al. Making antibody fragments using 
phage display libraries. Nature. 1991; 352: 624-8. 
97. Arap W., Haedicke W., Bernasconi M. et al. Targeting the prostate for destruction 
through a vascular address. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2002; 99: 1527–1531  
98. Essler M. and Ruoslahti  E. Molecular specialization of breast vasculature: a breast-homing 
phage-displayed peptide binds to aminopeptidase P in breast vasculature. Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA. 2002; 99: 2252–2257. 
99. Lauterbach S.B. et al. Construction and use of Plasmodium falciparum phage display 
libraries to identify host parasite interactions. Malar. J. 2003; 2: 47. 
100. Grothaus M.C. et al. Selection of an immunogenic peptide mimic of the capsular 
polysaccharide of Neiseria meningitidis serogroup A using a peptide display library. 
Vaccine. 2000; 18: 1253-1263 
101. Roark J., Bussel J., Cines DB. et al. Genetic analysis of autoantibodies in idiopathic 
thrombocytopenic purpura reveals evidence of clonal expansion and somatic mutation. 
Blood. 2002; 100(4): 1388-98. 
102. Graus Y., Baets MH., Parren P., et al. Human anti nicotinic acetylcholine receptor 
recombinant fab fragments isolated from thymus derived phage display libraries from 
myasthenia gravis patients reflects predominant specificities in serum and block the action 
of pathogenic serum antibodies. J. of Immunology. 1997, 158: 1919-1929. 
103. Jury K, Sohnlein P, Vogel M Ritcher W. Isolation and functional characterization of 
recombinant GAD65 autoantibodies derived by IgG repertorie cloning from patient whit 
type 1 diabetes. Diabetes. 2001; 50(9): 1976-82. 
104. Marzari R., Sblattero D., Florian F. et al. A Molecular dissection of the tissue 
transglutaminase autoantibody response in celiac disease. J Immunol. 2001 Mar 15;166(6): 
4170-6. 




106. Marks J.D., Hoogenboom H.R., Griffiths A.D.,et al. Molecular evolution of proteins 
on filamentous phage: mimicking the strategy of the immune system. J. Biol. Chem.1992; 
267:16007. 
107.  Cataldo F.,Ventura A., Lazzari R. et al. Antiendomysium antibodies and coeliac 
disease: solved and unsolved questions: an Italian multicentre study. Acta. Paediatr. 199; 
584: 1125. 
108. Troncone R., Maurano F., Rossi M. et al. IgA antibodies to tissue transglutaminase: an 
effective diagnostic test for celiac disease. J. Pediatr. 1999 134:166. 
109. Davies D.R. and Cohen G.H. Interactions of protein antigens with antibodies. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 1996; 93:7. 
110. Vaughan T.J., Williams A.J., Pritchard K. et al. Human antibodies with sub-nanomolar 
affinities isolated from a large non-immunized phage display library. Nat. Biotechnol. 
1996; 14: 309. 
111. Portolano S., McLachlan S.M. and Rapoport B. High affinity, thyroidspecific human 
autoantibodies displayed on the surface of filamentous phage use V genes similar to other 
autoantibodies. J. Immunol. 1993; 151:2839. 
112. Barbas S. M., Ditzel H..J., Salonen E.M. et al. Human autoantibody recognition of 
DNA. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1995; 92: 2529. 
113. Suzuki H., Takemura H.,. Suzuki M. Et al. Molecular cloning of anti-SS-A/Ro 60-kDa 
peptide Fab fragments from infiltrating salivary gland lymphocytes of a patient with 
Sjogren’s syndrome. Biochem. Biophys. Res. Commun.1997; 232: 101. 
114. Graus Y.F., Verschuuren J.J., Degenhardt A. et al. Selection of recombinant anti-HuD 
Fab fragments from a phage display antibody library of a lung cancer patient with 
paraneoplastic encephalomyelitis. J. Neuroimmunol. 1998; 82: 200. 
 
